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„Aus so krummem Holze, als woraus der Mensch gemacht ist, kann nichts Gerades ge-
zimmert werden.“ 
 
Immanuel Kant, Idee zu einer allgemeinen Geschichte in weltbürgerlicher Absicht, 1784. 
 
 
 
„The rarity of fetal cells in maternal blood has encouraged investigators to look for an al-
ternative noninvasive source of fetal genetic material for prenatal diagnosis...Fetal DNA 
has thus been shown to be present in maternal plasma and serum. It is perhaps ironical 
that, up to that point in time, maternal plasma and serum were routinely discarded by 
workers looking for fetal cells in maternal blood.” 
 
Diana W. Bianchi & Y. M. Dennis Lo, Fetomaternal Cellular and Plasma DNA Trafficking;  
The Yin and the Yang, 2001. 
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Zusammenfassung  
 
  
1
1 Zusammenfassung 
 
Das Rhesus-Gen RHD kodiert das sehr stark immunogene Transmembranprotein RhD, welches 
auf der Erythrozytenoberfläche lokalisiert ist. Mit serologischen Untersuchungsmethoden wer-
den in der Blutgruppendiagnostik D-positive und D-negative Individuen unterschieden. Wird 
dem Kind einer RhD-negativen Mutter ein väterliches RHD-Allel vererbt, kann es in der 
Schwangerschaft zu einer Rhesus-Immuninkompatibilität zwischen Mutter und Kind kommen. 
Rhesus-Inkompatibilität ist die häufigste Ursache für HDN (Hemolytic Disease of the Newborn). 
Um Risikoschwangerschaften für HDN vor Komplikationen zu schützen, wird im Allgemeinen 
eine Anti-D-Prophylaxe-Behandlung bei betroffenen Frauen durchgeführt. Ist das Kind ebenfalls 
RhD-negativ, geschieht diese Verabreichung von Anti-D-Immunglobulinen unbegründet.  
Die Analyse seltener fötaler Zellen aus dem Blutkreislauf von Schwangeren ist als nicht-invasive 
Untersuchungsmethode ein lang ersehntes Ziel der Pränataldiagnostik. In neuerer Zeit wurde die 
Entdeckung gemacht, dass die zellfreie fötale DNA im mütterlichen Blutplasma eine höhere 
Konzentration aufweist als die fötalen Zellen im mütterlichen Blut. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein molekulargenetischer Test zur RHD-
Genotypisierung entwickelt auf der Grundlage, dass der D-negative Serotyp auf die vollständige 
Deletion des RHD-Gens zurückzuführen ist. Die Diskriminierung der Amplifikation der stark 
homologen RHCE-Sequenz wurde mit Hilfe der mutagenetisch separierenden (MS-) PCR erzielt. 
Der RHD-Genotypisierungstest war als Echtzeit-PCR geplant, um die routinefähige Untersu-
chung fötaler DNA aus mütterlichem Blutplasma in der Schwangerschaft von RhD-negativen 
Frauen zu ermöglichen und somit eine gezielte Anti-D-Prophylaxe zu realisieren. 
Es sind Variationen des RHD-Geno- und -Phänotypen in verschiedenen Bevölkerungsgruppen 
bekannt. Um die Zuverlässigkeit des geplanten RHD-Genotypisierungstests für die Anwendung 
auf die deutsche Bevölkerung zu überprüfen, wurde die DNA von 255 Blutspendern mit Hilfe 
der entwickelten RHD-Echtzeit-PCR untersucht. Bei 0,78 % der serologisch als D-negativ einge-
stuften Testpersonen konnte im PCR-Versuch ein RHD-spezifisches Produkt amplifiziert wer-
den, wobei die zwei betreffenden Personen dem seltenen Phänotyp Ccddee entsprechen. Das 
Risiko einer falsch RHD-positiven Diagnose konnte somit als gering eingestuft werden. 
Für den geplanten fötalen RHD-Genotypisierungstest musste gewährleistet werden, dass im 
DNA-Präparat eine für die PCR ausreichende Menge fötalspezifischer Sequenzen vorhanden ist. 
Die DNA-Präparationen mittels Silikagelmembran-Säulenextraktion ist im Vergleich zur Phe-
nol-Chloroform-Extraktion für die Aufarbeitung von Blutplasma getestet worden. 
Bei der Untersuchung von Blutplasma-DNA von zehn RhD-negativen Schwangeren erreichte 
der RHD-Echtzeit-PCR-Test eine Sensitivität von 63 %. Der molekulargenetische Nachweis 
zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Blutplasma konnte weder durch eine Veränderung der 
DNA-Präparation noch durch eine Verkürzung der RHD-PCR-Produktlänge erzielt werden. Die 
Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen weisen darauf hin, dass die fötale DNA in äu-
ßerst geringer Konzentration im mütterlichen Blutplasma und stark degradiert vorliegt. 
Der Verzicht auf die Rhesus-Anti-D-Prophylaxebehandlung, zu Gunsten eines nicht-invasiven 
pränatalen RHD-Genotypisierungstests, muß aufgrund der erhaltenen Versuchsergebnisse zum 
jetzigen Zeitpunkt als medizinisch nicht vertretbar eingestuft werden.  
Bei der vorgeburtlichen ärztlichen Betreuung von RhD-negativen Frauen könnte eine 
RHD-Zygotiebestimmung des betreffenden Vaters eine Risikoeinschätzung der Schwangerschaft 
für die Geburt eines Rhesus-D-positiven Fötus ermöglichen. In der vorliegenden Arbeit wurde zu 
diesem Zweck eine Multiplex-Echtzeit-PCR entwickelt, mit der eine relative Quantifizierung des 
RHD- zum RHCE-Gen möglich ist. Mit dieser Methode wurde bei 87 RhD-positiven Blutspen-
dern eine RHD-Zygotiebestimmung vorgenommen und das Ergebnis anhand einer unabhängigen 
Methode auf der Grundlage der Quantitativen Fluoreszenz-PCR überprüft. Der Ergebnisver-
gleich beider Methoden zeigte für 84 Testpersonen eine Übereinstimmung. 
Einleitung  
 
 
  
2
2 Einleitung 
 
2.1 Das Rhesus-Blutgruppensystem 
 
Das Rhesus-System ist neben dem AB0-System das klinisch bedeutsamste Blutgruppensystem. 
Es wurde 1939 von Landsteiner und Wiener [1940] entdeckt, die feststellten, dass die durch Im-
munisierung von Versuchstieren gewonnenen Antikörper gegen Erythrozytenantigene von Rhe-
susaffen auch eine Agglutination menschlicher Erythrozyten hervorriefen. Die Rhesus-Gene 
RHCE und RHD kodieren die korrespondierenden Transmembranproteine RhCcEe bzw. RhD, 
die auf der Erythrozytenoberfläche lokalisiert sind, wobei bislang 46 immunologisch unabhängi-
ge Antigene identifiziert wurden [Issitt et al., 1989]. Im Wesentlichen unterscheidet man aber 
mit D-positiven und D-negativen Individuen zwei Rhesus-D-Serotypen. Das Rhesus-D-Antigen 
weist dabei eine besonders hohe Immunogenität auf. So liegt die Immunisierungsrate RhD-
negativer Personen nach Transfusion RhD-positiver Erythrozyten bei 85 % innerhalb von sechs 
Monaten [Mollison et al., 1997].  
 
2.1.1 Die Rhesus-Protein-Familie 
 
Alle Menschen, bis auf extrem seltene Ausnahmen, exprimieren C- oder c- und E- oder e-
Rhesus-Antigene, sowie D-, oder keine D-Antigene auf ihren Erythrozyten. Somit kodieren die 
am meisten verbreiteten Formen des RHCE- und RHD-Gens acht mögliche Haplotypen: Dce, 
dce, DCe, dCe, DcE, dcE, DCE und dCE, wobei d für den Antigen-D-negativen Phänotyp ver-
wendet wird. Die Rhesus-Polypeptide werden nicht glykosyliert und umfassen jeweils 
417 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von je 30 kD. Die Analyse der primären Amino-
säurensequenz hat ergeben, dass die ersten 41 N-terminalen Aminosäuren der RhCcEe- und des 
RhD-Proteins identisch sind. Außerdem unterscheidet sich der Molekülaufbau nur um 30 bis 35 
weitere Aminosäuren entlang der gesamten Proteinstruktur. Trotzdem bilden die verschiedenen 
RhCcEe-Proteine keine D-Antigene, bzw. das RhD-Protein keine C-, c-, E- oder e-Antigene aus. 
Ein Aminosäureaustausch Ser103Pro, der den zweiten extrazellulären Loop des RhCE-
Transmembranproteins betrifft, entscheidet über das serologische Merkmal C oder c. Ein weite-
rer Aminosäureaustausch Pro226Ala, der sich auf dem vierten extrazellulären Loop dieses Prote-
ins befindet, entscheidet über das serologische Merkmal E oder e. 
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Die Expression der Rhesus-Proteine erfolgt nur, wenn das Rhesus-assoziierte Glykoprotein 
(RhAG) ebenfalls auf der Erythrozytenoberfläche vorhanden ist. Letztgenanntes setzt sich aus 
409 Aminsäuren zusammen und weist ein Molekulargewicht von 50 kD auf. Die Aminosäuren-
sequenz-Homologie zwischen den Rh-Proteinen und dem RhAG-Protein, das ebenfalls der Rhe-
sus-Protein-Familie zugerechnet wird, beträgt ca. 40 %. Als hydrophobe Transmembranproteine 
besitzen sie zwölf Transmembranregionen. Der N- und C-Terminus der Proteine ist zur zy-
toplasmatischen Seite orientiert. Zwei RhAG-Moleküle können mit zwei RhCcEe-, zwei RhD-
Molekülen, oder jeweils einem Molekül beider Sorten ein Tetramer bilden, das durch N- bzw. C-
terminale Assoziation von sogenannten Rhesus-Unterstützer-Proteinen (Rh acessory proteins) 
stabilisiert wird. Man spricht hierbei vom Rhesus-Komplex.  
Das Molekulargewicht des gesamten Rhesus-Komplexes wurde über Dichte-Ultrazentrifugation 
auf 170 kD bestimmt [Avent & Reid, 2000]. 
 
2.1.2 Struktur der Rhesus-Gene 
 
Auf dem Chromosom 1 sind die beiden Rhesus-Gene RHD und RHCE in Tandemanordnung auf 
der Position 1p36.13-p34.3 lokalisiert und umfassen zusammen 69 kB. Beide Gene enthalten 
10 Exons, wobei sich die Nukleotidsequenz der Exons des RHD Gens um weniger als 10 % von 
denjenigen des RHCE Gens unterscheidet [Okuda et al., 2000]. Die Regionen mit der höchsten 
Divergenz zwischen RHD- und RHCE-Gensequenz liegen im Intron 4 und den Exons 4, 7 und 
10 [Aubin et al., 1997]. Der evolutionäre Ursprung der beiden Gene lässt sich mit der Dublikati-
on eines gemeinsamen ancestralen Gens erklären. Die Reihenfolge der Anordnung der Rhesus-
Gene auf dem Chromosom 1 wird in der Literatur unterschiedlich interpretiert [Carritt et al., 
1997; Okuda et al., 1999]. Sie zeigen entgegengesetzte Orientierung, wobei ihre einander zuge-
wandten 3´-Enden durch eine Region aus ca. 30 kB, die das SMP1- (Homo Sapiens Small 
Membrane Protein 1) Gen enthält, getrennt werden [Wagner et al., 2000; Suto et al., 2000]. Das 
RhD-Gen wird von zwei DNA-Segmenten, den sogenannten Rhesus-Boxen, flankiert. Sie zeigen 
identische Orientierung, sind ca. 9 kB lang und weisen eine Sequenzhomologie von 98,6 % auf. 
Die Rhesus-Boxen beinhalten 1463 Bp umspannende identische Regionen (identity regions), in 
denen Bruchpunkte für eine Deletion des kompletten RHD-Gens lokalisiert sind [Wagner et al., 
2000]. 
Das RHAG-Gen ist auf dem Chromosom 6p21.1-p11 lokalisiert und umfasst ca. 32 kB. Wie das 
RHD- und RHCE-Gen enthält es 10 Exons und weist eine Sequenzhomologie zu den anderen 
Rhesus-Genen von ca. 40 % auf [Avent & Reid, 2000]. 
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2.1.3 Rhesus-D-variante Phänotypen 
 
In seltenen Fällen entwickeln RhD-positive Personen Alloantikörper gegen das Rhesus-D-
Antigen. Serologisch wurde dieser Befund damit erklärt, dass bei diesen als Partial-D-Typen 
bezeichneten D-Varianten die Antigenstruktur qualitativ verändert ist. Innerhalb der D-Varianten 
werden von den Partial-D-Typen die Weak-D-Typen, (0,2 bis 1 % der Europäer) unterschieden. 
Da letztgenannte nur von besonders sensitiven serologischen Tests als D-positiv erfasst werden 
können, ging man ursprünglich von einer verminderten Anzahl von D-Antigenen auf der E-
rythrozytenoberfläche aus. Molekulargenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass beide Phä-
notypen durch Punktmutationen verursacht werden können [Wagner et al., 1999; Avent & Reid, 
2000]. Bei einigen Partial-D-Typen sind ein oder mehrere Exons des RHD-Gens gegen die kor-
respondierenden Segmente des RHCE-Gens ausgetauscht, was zur Bildung von RhD-CE-D-
Fusionsproteinen führt, in denen Epitope des vollständigen RhD-Proteins fehlen. Punktmutatio-
nen, die den Weak-D-Typ verursachen, führen zu Aminosäureaustauschen, die jedoch auf intra-
zelluläre und Membranabschnitte beschränkt sind [Avent & Reid, 2000]. Dennoch können D-
Alloimmunisierungen bei Personen mit dem Weak-D-Phenotyp nicht ausgeschlossen werden 
[Mueller et al., 2001].  
Ungefähr 15 % der europäischen Bevölkerung ist serologisch RhD-negativ [Wagner et al., 
2001]. Unter Afrikanern (< 7 %) und Asiaten (< 1 %) sind RhD-negative Individuen seltener. 
Die häufigste Ursache für ein nicht vorhandenes D-Antigen in der weißen Bevölkerung ist das 
Fehlen des kompletten RHD-Gens [Colin et al., 1991], aufgrund einer Deletion [Wagner et al., 
2000]. In der afrikanischen Bevölkerung kommen zwei RHD-positive, aber Antigen-D-negative 
Allele vor. Das RHD-Pseudogen RHDΨ trägt eine 37 Bp-Insertion im Grenzbereich von Intron 3 
und Exon 4, die Missense Mutationen M218I, F223V, S225F, sowie eine Nonsense Mutation, 
Y269X [Singleton et al., 2000]. Ungefähr Zweidrittel der RhD-negativen Afrikaner sind Träger 
von RHDΨ und ca. ein Sechstel sind Träger von RHD-CE-DS, einem Hybridgen aus RHCE und 
RHD [Daniels et al., 1998]. RhD-negative Individuen der asiatischen Bevölkerung sind haupt-
sächlich Träger eines Allels mit G314V Missense Mutation [Okuda et al., 1997], außerdem exis-
tieren noch verschiedene RHD-CE-D-Hybridgene in dieser Bevölkerungsgruppe [Okuda et al., 
1997; Sun et al., 1998; Lan et al., 2000].  
Der Anteil von Antigen-D-negativen RHD-positiven Allelen in der weißen Bevölkerung wird 
allgemein als gering beurteilt. Mehrere Einzelfallbeschreibungen sind in der Literatur dokumen-
tiert [Hyland et al., 1994; Huang et al., 1996; Faas et al., 1996; Gassner et al., 1997; Andrews 
et al., 1998; Maaskant-van Wijk et al., 1998].  
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Eine Studie hat eine Frequenz von 22 % für dieses Allel für den seltenen Cde-Haplotyp bestimmt 
[Avent et al., 1997]. Bei einer umfassenden Studie in der deutschen Bevölkerung wurden von 
insgesamt 8442 Antigen-D-negativen Testpersonen nur 50 Personen mittels RHD-SSP-PCR mo-
lekulargenetisch als RHD-positiv ermittelt [Wagner et al., 2001]. Hierbei waren nur zwei RHD-
positive Fälle unter insgesamt 7688 Testpersonen mit dem Phänotyp ccddee zu verzeichnen, 
welcher mit 92 % den Großteil aller RhD-negativen Blutspender ausmacht [Wagner et al., 1995].  
 
2.1.4 Rhesus-Inkompatibilität in der Schwangerschaft 
 
Wird dem Kind einer RhD-negativen Mutter ein väterliches Rhesus-D-Allel vererbt, kann es 
während der Schwangerschaft durch fötal-maternale Transfusion fötaler Blutmengen zu einer 
Alloimmunisierung der RhD-negativen Frau kommen. Alle weiteren Schwangerschaften sind 
dann mit den Risiken einer Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind behaftet. Rhesus-
Inkompatibilität ist die häufigste Ursache für HDN (Hemolytic Disease of the Newborn). Der 
von alloimmunisierten RhD-negativen Schwangeren gebildete IgG-Antikörper passiert die Pla-
zenta, bindet an fötale Rhesus-Antigen-D-positive Erythrozyten und initialsiert deren Zerstörung. 
Das Kind entwickelt eine Anämie, darüber hinaus führt die steigende Konzentration an Bilirubin 
zur Schädigung des fötalen Gehirns (Kernikterus) und kann sogar zum intrauterinen Tod führen 
(Rhesus-Erythroblastose).  
Um Risikoschwangerschaften für HDN vor Komplikationen zu schützen, wird im Allgemeinen 
eine Anti-D-Prophylaxe-Behandlung bei betroffenen Frauen durchgeführt. Hierbei werden der 
Mutter innerhalb von 24 bis 72 Stunden nach der Geburt des ersten D-positiven Kindes Anti-D-
Immunglobuline verabreicht, welche die D-Antigene der in den mütterlichen Kreislauf einge-
schwemmten Erythrozyten besetzen, wodurch die Basisimmunisierung der Mutter verhindert 
wird. Bei einer zweiten D-positiven Schwangerschaft kann es dann nicht zum sogenannten 
„Booster-Effekt“ kommen, worunter man eine verstärkte Antikörperbildung als Folge der sekun-
dären Immunantwort versteht [Pschyrembel, 1993]. In neuerer Zeit ist man dazu übergegangen 
die Anti-D-Prophylaxebehandlung bei RhD-negativen Frauen schon in der ersten Schwanger-
schaft im Zeitraum der 28. bis 30. Schwangerschaftswoche durchzuführen. Mit dieser Vorge-
hensweise konnte die anti-D-Immunisierung von RhD-negativen Schwangeren in der ersten 
Schwangerschaft von 1,5 auf 0,2 % gesenkt werden [Robson et al., 1998]. Trotz dieser Präventi-
onsmaßnahmen werden immer noch RhD-negative Frauen aufgrund verschiedener Umstände 
während der Schwangerschaft alloimmunisiert, wie z.B. nach nicht erkannten vorherigen Fehl-
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geburten, bei erhöhtem Austritt fötaler Erythrozyten in den mütterlichen Blutkreislauf in der spä-
ten Schwangerschaft oder unterlassener Anti-D-Prophylaxebehandlung. Liegt bei einer Schwan-
gerschaft der Verdacht einer Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind vor, muss der 
Rhesus-Status des Fötus ermittelt werden und gegebenenfalls sein gesundheitlicher Zustand re-
gelmäßig kontrolliert werden. Hierfür sind zum einen die invasive Entnahme fötaler Blutproben 
mit anschließender Überprüfung auf vorliegende Anämie, zum anderen serielle Fruchtwasserun-
tersuchungen zur Analyse der Bilirubinkonzentration notwendig. Bei ungefähr 17 % der Amnio-
zentesen kommt es zu fötal-maternalen Einblutungen [Tabor et al., 1987], wobei für RhD-
negative Schwangere die Gefahr einer schwangerschaftsbedingten Immunisierung im Falle eines 
RhD-positiven Kindes erhöht wird [Murray et al., 1983]. 
Bei rechtzeitiger Diagnose von HDN kann durch sofortige Maßnahmen am Neugeborenen, wie 
eine Phototherapie mit ultraviolettem Licht oder Bluttransfusionen, dessen normale Entwicklung 
gewährleistet werden. Im Notfall müssen aber intrauterine Bluttransfusionen durchgeführt wer-
den.  
 
2.1.5 Molekulargenetische RHD-Genotypisierung 
 
In der Blutgruppendiagnostik ergänzen mittlerweile molekulargenetische Untersuchungen die 
Serologie als die zeit- und kosteneffizientere Standardmethodik, allerdings kann hierbei noch 
nicht die gleiche Spezifität, wie bei der serologischen Untersuchung erreicht werden [Wagner 
et al., 2001]. Ein großer Vorteil liegt aber darin, dass der Nachweis von Blutgruppenmerkmalen 
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, siehe 4.6) im Vergleich zur serologischen Untersu-
chung keine Erythrozyten erfordert, so dass z.B. bei der RHD-Genotypisierung des ungeborenen 
Kindes von der invasiven Entnahme einer fötalen Blutprobe mittels Cordozentese (siehe 2.2.1) 
abgesehen werden könnte [Gassner et al., 1997; Mueller et al., 2001].  
Die Schwierigkeiten bei der Entwicklung eines RHD-PCR-Tests liegt zum einen in der großen 
Homologie zwischen RHCE- und RHD-Gen (siehe 2.1.2), zum anderen in der biologischen Va-
riabilität des RHD-Geno- sowie -Phänotyps (siehe 2.1.3). Da, abgesehen von wenigen Ausnah-
men, bei einem Antigen-D-negativen Europäer im allgemeinen eine komplette Deletion des 
RHD-Gens vorliegt [Colin et al., 1991; Wagner & Flegel, 2000], sind viele RHD-
Diagnostikmethoden auf dem Nachweis einzelner RHD-spezifischer Polymorphismen aufgebaut 
[Lo et al., 1993; Bennett et al., 1993]. In Anbetracht der komplexen Molekulargenetik seltener 
D-Varianten wird empfohlen, mehrere Abschnitte des RHD-Gens mittels PCR zu untersuchen 
[Flegel et al., 1998; Gassner et al., 1997; Maaskant-van Wijk et al., 1998]. 
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2.2 Pränataldiagnostik 
 
Unter Pränataldiagnostik faßt man die medizinischen Untersuchungen zusammen, die bei einer 
Schwangeren durchgeführt werden können, um mögliche Schädigungen oder Erkrankungen 
beim ungeborenen Kind zu erkennen. Man unterscheidet hierbei die nicht-invasiven Methoden 
(Ultraschalluntersuchung, Triple-Test) von den invasiven Methoden (Amniozentese, Chorion-
zottenbiopsie, Cordozentese). Eine pränataldiagnostische Untersuchung wird unter folgenden 
Umständen empfohlen: 
- Die Schwangere ist älter als 35 Jahre, 
- die Frau hatte bereits Schwangerschaften mit Chromosomenstörungen,  
- bei ihr sind Chromosomentranslokationen erkannt oder werden vermutet,  
- es besteht eine familiäre Disposition für pränatal diagnostizierbare Erkrankungen, 
- bei einem Familienmitglied ist ein Neuraldefekt aufgetreten (z.B. Spina bifida). 
 
2.2.1 Invasive Pränataldiagnostik 
 
Die Amniozentese wurde erstmalig 1968 durchgeführt. Eine solche in utero Untersuchung des 
Fötus bildet seitdem die Grundlage für vormals rein theoretische humangenetische Beratungsge-
spräche. Die Fruchtwasseruntersuchung wird in der Regel in der 15. bis 18. Schwangerschafts-
woche (SSW) durchgeführt. Durch die Bauchdecke der Frau wird unter Ultraschallkontrolle eine 
dünne Punktionsnadel bis in die Fruchtblase vorgeschoben, um ca. 15 bis 20 Milliliter Frucht-
wasser als Probe abzusaugen. Es wird zum einen eine routinemäßige Eiweißbestimmung des 
Fruchtwassers durchgeführt, um einen eventuell vorliegenden Neuralrohrdefekt ausschließen zu 
können. Zum anderen werden die den Fötus umgebenden Zellen des Fruchtwassersacks (Amni-
on), sowie die ebenfalls vorhandenen abgeschilferten fötalen Hautzellen und Zellen aus dem 
Magen-Darm-Trakt in Kultur genommen. Die angereicherten Zellen werden dann einer Chromo-
somenanalyse unterzogen, deren Ergebnis nach etwa zwei bis drei Wochen vorliegt. Das Risiko, 
dass durch diesen Eingriff eine Fehlgeburt ausgelöst wird, liegt bei etwa 0,5 bis 1 % [Torricceli 
& Pescucci, 2001]. 
Zu Beginn der 80-er Jahre wurde mit der Chorionzottenbiopsie eine weitere invasive pränatale 
Untersuchungsmethode etabliert, die bereits in der 11. bis 14. SSW durchgeführt werden kann. 
Unter ständiger Ultraschallkontrolle wird durch die Bauchdecke der Schwangeren eine dünne 
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Punktionsnadel gestochen und bis in die Plazenta geführt, wo eine Gewebeprobe von der fötalen 
Seite des Mutterkuchens entnommen wird. Ein erstes vorläufiges Ergebnis der Chromosomen-
analyse der Chorionzottenzellen liegt bereits zwei bis drei Tage nach dem Eingriff vor. Da dieses 
Ergebnis aufgrund der Gefahr maternaler Kontaminationen jedoch mit einigen Unsicherheiten 
behaftet ist, muß es durch eine Chromosomenanalyse an langzeitkultivierten Chorionzottenzellen 
abgesichert werden, das nach zwei bis drei Wochen vorliegt. Das Risiko eines Aborts liegt bei 
der Chorionzottenbiopsie bei ca. 2 bis 3 % . 
Unter Cordozentese versteht man die Entnahme fötalen Blutes durch Punktion der Nabelschnur, 
was ab der 20. SSW möglich ist. Das Ergebnis einer Chromosomenanalye aus Fötalblut steht 
nach etwa fünf Tagen zur Verfügung. Neben der Chromosomenanalyse können auch andere Un-
tersuchungen an Fötalblut durchgeführt werden (z.B. Erreger-Nachweise, Blutgruppen- und An-
tikörper-Bestimmungen). Das Risiko, dass durch die Nabelschnurpunktion eine Fehlgeburt aus-
gelöst wird, beträgt etwa 2 bis 3 %. 
 
2.2.2 Nicht-invasive Pränataldiagnostik 
 
Unter nicht-invasiver Pränataldiagnostik werden solche Untersuchungsmethoden zusammenge-
fasst, die ohne operativen Eingriff erfolgen und daher kein Risiko für Mutter und Kind bergen. 
Hierzu zählen die Ultraschalluntersuchung und der sogenannte Triple-Test. Durch Ultraschall 
kann die Größe des Fötus gemessen und verglichen, sowie makroskopische Fehlbildungen beim 
Embryo erkannt werden. Mit Hilfe der Methode des sogenannten Farbdopplers kann außerdem 
der kindliche Blutfluss bestimmt werden. Mit hochauflösenden Ultraschallgeräten ist zudem eine 
Untersuchung der Nackentransparenz des Embryos möglich. Diese Methode beruht auf der Er-
kenntnis, dass Embryonen mit Trisomien (Trisomie 13, 18 und 21) in den meisten Fällen einen 
dickeren Nacken aufweisen als normale Embryos. Beim Triple-Test werden drei bestimmte Ei-
weiße (α-Fetoprotein, Choriogonadotropin und unkonjugiertes Östriol) als Serummarker im müt-
terlichen Blut untersucht. Abweichungen vom Normtiter weisen auf beim Fötus vorliegende Tri-
somien hin. Der Test kann erst ab der 15. Schwangerschaftswoche durchgeführt werden und 
weist eine hohe Fehlerrate auf. Es werden ungefähr 70 % der Schwangerschaften mit Chromo-
somenanomalien entdeckt, allerdings liegt eine falsch positiv Rate von 6 % vor [Torricelli & 
Pescucci, 2001]. Man kann die bislang routinemäßig angewendeten nicht-invasiven pränatalen 
Diagnostikmethoden als erste Risikoabschätzung für die Schwangere werten. Ein Befund, der die 
Schwangerschaft als pathologisch auffällig einschätzt, muss mit einer anschließenden invasiven 
Methode bestätigt werden.  
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2.2.3 Fötale Zellen im Blutkreislauf der Schwangeren 
 
Die Analyse fötaler Zellen aus dem Blutkreislauf von Schwangeren ist als nicht-invasive Unter-
suchungsmethode ein lang ersehntes Ziel der Pränataldiagnostik. Der erste Bericht über fötal-
maternale Zellwanderung wurde 1893 von dem deutschen Pathologen Schmorl veröffentlicht, 
der bei 14 von insgesamt 17 an Eklampsie verstorbenen Schwangeren in den Lungenkapillaren 
Trophoblasten entdeckte [Schmorl, 1893]. Die Existenz von fötalen Zellen im Blutkreislauf ge-
sunder Schwangerer wurde 1969 von Walknowska und Kollegen nachgewiesen, indem sie 
männliche Metaphase-Lymphozyten in Zellkulturen aus Blutzellen von schwangeren Spenderin-
nen identifizierten [Walknowska et al., 1969]. In 19 von 21 Fällen konnten die Wissenschaftler 
mit dieser Mehode einen männlichen Fötus bestimmen, womit die erste nicht-invasive, pränatale 
Geschlechtsbestimmung anhand fötaler Zellen aus dem mütterlichen Blutkreislauf durchgeführt 
wurde. 
Mit der Entwicklung von Chromosomen-spezifischen Oligonukleotidsonden und der Fluores-
zenz in situ Hybridisierungs-Technik (FISH) Ende der 80-er Jahre konnten Aneuploidien in Zel-
len sichtbar gemacht werden [Yasutake et al., 1989; Kuo et al., 1991]. Das erste Ziel für die Ent-
wicklung der nicht-invasiven Pränataldiagnostik bestand somit darin, fötale Zellen aus dem 
mütterlichen peripheren Blut zu isolieren und mit Hilfe von für die Chromosomen 13, 18, 21, X 
und Y spezifischen Oligonucleotiden, die am häufigsten auftretenden Aneuploidien nicht-invasiv 
nachzuweisen. Neben der molekularzytogenetischen Identifizierung von fötalen Zellen mittels 
FISH wurde durch die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (siehe 4.6) [Saiki et al., 
1985; Mullis & Faloona, 1987] die Identifizierung von fötalen Zellen anhand von monogeneti-
schen Unterschieden zur Mutter auch auf molekulargenetischer Ebene möglich, sowie die Diag-
nose von Einzelgendefekten beim Fötus. In den letzten 30 Jahren sind zahlreiche Versuche un-
ternommen worden, fötale Zellen aus dem mütterlichen Blut zu isolieren und anzureichern. Hier-
für macht man sich unter anderem zellspezifische Oberflächenmarker, zytoplasmatische Marker 
oder morphologische Besonderheiten zu Nutze. Die angewandten Techniken sind vielfältig: 
 
- Fluoreszenz-Durchflußzytometrie (FACS) 
- Magnetische Zellsortierung (MACS) 
- Separation im elektrischen Feld (CFS) 
- Mikromanipulation („cell-picking“ vom Objektträger) 
- Dichtegradienten-Zentrifugation mit verschiedenen Ficoll®- oder Percoll®-Lösungen 
- Selektive Lyse von roten Blutkörperchen mit einem Ammoniumchloridpuffer 
- Zellkultur mit fötalen Erythroblasten 
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Neben der Auswahl der Technik ist ebenfalls die Frage, welcher fötale Zelltyp für die pränatale 
Diagnostik am geeignetsten ist, zu beantworten. Fötale Zellen, die in der Routinediagnostik ver-
wendet werden können, müssen im Blut aller Schwangeren zu einem frühen Zeitpunkt in ausrei-
chender Menge vorkommen. Sie sollten eine geringe Lebensdauer aufweisen, um nicht in einer 
folgenden Schwangerschaft Fötus-unspezifische Signale zu verursachen. Zell-spezifische Marker 
sind notwendig, um sie von mütterlichen Zellen unterscheiden zu können. Trophoblastzellen, 
Lymphozyten und Erythroblasten sind intensiv untersucht worden. Blutplättchen sind aufgrund 
des fehlenden Zellkerns für genetische Untersuchungen ungeeignet und Granulozyten wurde in 
der Vergangenheit nur wenig Beachtung geschenkt, wobei die bisher erhaltenen Ergebnisse nicht 
reproduziert werden konnten [Martin et al., 1998]. 
 
2.2.3.1 Trophoblasten 
Trophoblasten sind invasive, extra-embryonale Zellen. Sie spielen eine entscheidende Rolle für 
das Wachstum des Fötus und der Plazenta, indem sie z.B. mütterliche Endothelzellen aus den 
uterinen Spiralarterien und Venen zurückdrängen, ersetzen und damit die mütterlichen Blutgefä-
ße modifizieren, um einen konstanten und optimalen Blutfluß von der Mutter zum heranwach-
senden Embryo zu garantieren. Hierbei werden endovaskuläre Trophoblasten vom Blutstrom 
erfasst und in den mütterlichen Blutkreislauf gespült [Wijk et al., 2001]. 
Die 5. Schwangerschaftswoche wird als frühester Zeitpunkt für die Detektion einer 
Y-Chromosom-spezifischen Sequenz im mütterlichen Blut mittels PCR von Thomas und Kolle-
gen angenommen, wobei es sich bei seiner Untersuchung um eine durch Invitrofertilisation 
(IVF) eingeleitete Schwangerschaft gehandelt hat [Thomas et al.; 1995]. Der Ursprung der föta-
len DNA ist hierbei auf Trophoblasten zurück zu führen, da zu diesem frühen Schwangerschafts-
zeitpunkt noch kein intra-embryonaler Zelltyp in ausreichender Menge gebildet worden sein 
kann [Goldberg, 1997]. Trophoblasten unterscheiden sich morphologisch von den Blutzellen. 
Eine Vielzahl von Oberflächenmarkern wurde auf ihre Trophoblasten-Spezifität hin getestet. 
Zellmarkierung mit anschließender Magnetischer Zellsortierung, Durchflußzytometrie oder einer 
Kombination beider Techniken wurde zur Trophoblasten-Isolierung verwendet und der fötale 
Ursprung mittels Y-Chromosom-spezifischer PCR-Produkte nachgewiesen [Mueller et al., 1990; 
Cacheux et al.,1992; Durrant et al., 1994; Sbracia et al., 1994]. Während die bisher benannten 
Methoden eine positive Sortierung der gewünschten Zellen zum Ziel hatten, wird von Wijk und 
Kollegen auch die Methode der negativen Sortierung angewendet.  
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Über Dichtegradientenzentrifugation werden zunächst die roten Blutkörperchen von der nuklei-
erten Zellfraktion abgetrennt und im nächsten Schritt die Leukozyten mit einem für sie spezifi-
schen Antikörper markiert und mittels magnetischer Zellsortierung entfernt. Anhand der angerei-
cherten Trophoblasten-Zellfraktion konnte in 33 von 36 Fällen eine korrekte Geschlechtsbe-
stimmung durchgeführt werden, wobei von einem falsch positiven Ergebnis berichtet wird [Wijk 
et al., 1996]. 
Verschiedene Gründe sprechen gegen den Gebrauch von Trophoblasten als Zielzelle für die 
Entwicklung einer neuen, nicht-invasiven Pränataldiagnostik. Sie sind nur in sehr geringer An-
zahl im mütterlichen Blut zu finden. Dieser Umstand kann dadurch erklärt werden, dass 
Trophoblasten aufgrund ihrer Größe in den fein verästelten, mütterlichen Lungenkapillaren fest-
gehalten und abgebaut werden [Benirschke et al., 1994]. Da anhand der Untersuchung von Cho-
rionzottengewebe in der Plazenta Mosaikzustände nachgewiesen sind [Henderson et al., 1996; 
Goldberg et al., 1997], repräsentiert der Trophoblast eventuell nicht zuverlässig das tatsächliche 
Genom des Fötus. Aufgrund ihrer zum Teil auftretenden Mehrkernigkeit eignen sich 
Trophoblasten nur bedingt für eine Aneuploidiediagnostik mittels Fluoreszenz in situ Hybridisie-
rung. 
 
2.2.3.2 Fötale Lymphozyten 
Fötale Lymphozyten können anhand väterlich vererbter humaner Leukozyten-Antigene (HLA) 
-Merkmalen von mütterlichen Lymphozyten unterschieden werden. Herzenberg und Kollegen 
versuchten als Erste, fötale Lymphozyten aus dem mütterlichen Blut anzureichern. Sie benutzten 
Antikörper gegen den väterlichen HLA-Typ, um die fötalen Zellen zu markieren, reicherten die-
se mittels Durchflusszytometrie an und wiesen den kindlichen Ursprung der Zellen mit einer 
Quinacrin-Färbung gegen Y-Chromatin nach [Herzenberg et al., 1979]. Die Anwendung dieses 
Verfahrens für die Pränataldiagnostik setzt ein genetisch polymorphes Elternpaar, sowie eine mit 
Sicherheit zutreffende Vaterschaft voraus, was nicht in jedem Fall gewährleistet sein kann. 
Eine mögliche Langlebigkeit von fötalen Lymphozyten im maternalen Blut bedingt das Risiko, 
dass isolierte Zellen von einer früheren Schwangerschaft stammen können. Die Gruppe um Dia-
na Bianchi untersuchte das Blut von Frauen, die zuvor schon einen Jungen geboren hatten, mit-
tels Durchflusszytometrie und Y-Chromosom-spezifischer PCR. Es konnten männliche fötale 
Zellen sowohl in gereinigten hämatopoetischen Vorläuferpopulationen (CD34+, CD38+), als 
auch unter T-Lymphozyten (CD3+, CD4+) nachgewiesen werden. In einem Fall fanden sich 
solche Zellen 27 Jahre nach der Geburt des Sohnes [Bianchi et al., 1996]. 
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2.2.3.3 Fötale Erythroblasten 
Der Zelltyp, auf den die meisten Forschungsgruppen ihre Anstrengungen fokussiert haben, ist 
der fötale Erythroblast. Seine kurze Lebensspanne von ungefähr 90 Tagen schliesst eine Per-
sistenz aus einer vorherigen Schwangerschaft aus, außerdem ist die Entwicklung der roten Blut-
körperchen im Vergleich zu den weißen Blutkörperchen im ersten Trimester weiter fortgeschrit-
ten [Bianchi, 1998]. Nukleierte Rote Blutkörperchen (NRBCs) machen circa 10 % aller roten 
Blutkorpuskeln eines 11 Wochen alten Fötus aus. Bei einem Fötus von 19 Wochen sind es nur 
noch 0,5 % [Torricelli & Pescucci, 2001]. Auch wenn ihr Vorkommen im adulten Blut sehr sel-
ten ist, können NRBCs aber auch mütterlichen Ursprungs sein [Slunga-Tallberg et al., 1996].  
Zur Anreicherung der nukleierten Erythroblasten nutzen viele Gruppen die Markierung mit ei-
nem Antikörper gegen den Transferrin-Rezeptor (CD71) [Bianchi et al., 1994; Gänshirt-Ahlert 
et al., 1992]. Dieser Antikörper ist allerdings nicht ausschließlich NRBC-spezifisch, sondern 
allgemein auf Zellen zu finden, die Eisen aufnehmen [Martin et al., 1998]. Auf der Suche nach 
einer spezifischeren Anreicherungsmethode für fötale Erythroblasten wurden verschiedene Anti-
körper getestet, wie Anti-Glycophorin A [Lewis et al., 1996; Price et al., 1991] oder ein Anti-
körper gegen fötales Hämoglobin für eine intra-zytoplasmatische Färbemethode [DeMaria et al., 
1996; Zheng et al., 1997]. Auch fötales Hämoglobin ist jedoch nicht ausschließlich fötal-
spezifisch und kann geringfügig im Blutkreislauf von Erwachsenen auftauchen [Pembrey et al., 
1973]. Die einzigen Marker, die tatsächlich spezifisch für fötale Zellen zu sein scheinen, sind 
embryonales Hämoglobin Epsilon und Zeta [Mesker et al., 1998]. Diese Marker werden aber nur 
in geringen Mengen in nukleierten fötalen Erythroblasten exprimiert. 
 
2.2.4 Häufigkeit fötaler Zellen im Blutkreislauf von Schwangeren 
 
Die Anzahl fötaler Zellen im mütterlichen Blutkreislauf ist sehr gering und wird mit einem Be-
reich von 1 zu 105 bis 1 zu 109 in Bezug auf mütterliche Blutzellen angegeben [Bianchi, 1995; 
Goldberg et al., 1997]. Bei den meisten Studien zur Beantwortung der Frage, wieviele fötale 
Zellen tatsächlich im mütterlichen Blutkreislauf zu finden sind, wurden Methoden zur Zellanrei-
cherung angewendet. Der dabei auftretende, technisch bedingte Verlust von Zellen war sehr un-
terschiedlich und die erhaltenen Ergebnisse sind somit untereinander schwer zu vergleichen. 
Hamada und Kollegen untersuchten Y-Chromosom-positive Zellen aus nichtsortiertem mütterli-
chen Blut mittels FISH und gaben deren Frequenz mit 1 zu 105 im ersten Trimester bis 1 zu 104 
kurz vor der Geburt an [Hamada et al., 1993].  
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Bianchi und Kollegen bestimmten die Anzahl männlicher fötaler Zellen im mütterlichen Blut mit 
Hilfe einer radioaktiv-markierten quantitativen PCR. Zunächst wurde eine DNA-Extraktion aus 
dem mütterlichen Vollblut vorgenommen, um diese dann in einer Y-Chromosom-spezifischen 
PCR einzusetzen. Mit Hilfe eines Phosphoimager wurden die Intensitäten der erhaltenen PCR-
Produktbanden im Elektrophorese-Gel mit denen der PCR-Produkte, die mit einer Standardreihe 
aus männlicher DNA erhalten wurden, verglichen. Die mittlere Anzahl von fötalen männlichen 
Genomäquivalenten wird auf 24 (Bereich 0 bis 91) in 16 ml Blut angegeben, bezogen auf eine 
Gruppe von 90 Schwangeren mit einem 46,XY Fötus [Bianchi et al., 1997]. Vorangegangene 
Studien ermittelten einen Bereich von 3 bis 74 fötale Zellen in 15 bis 40 ml mütterlichen Blutes 
[Elias et al., 1992; Wessman et al., 1992; Hawes et al., 1994; Reading et al., 1995; Takabayashi 
et al., 1995]. 
Eine neuere Studie von Krabchi und Kollegen gibt die Anzahl von nukleierten fötalen Zellen mit 
2 bis 6 auf einen ml mütterlichen Blutes an. Sie untersuchten eine Gruppe von 12 Schwangeren 
mit einem männlichen Fötus zwischen der 18. und 22. SSW. Die Zellen aus jeweils 3 ml mütter-
lichen Blutes wurden mit der PRINS-Technik (primed in situ labeling) markiert und die XY-
Zellen unter dem Fluoreszensmikroskop zwischen den mütterlichen XX-Zellen ausgezählt 
[Krabchi et al., 2001]. 
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2.2.5 Fötale DNA im Plasma von Schwangeren  
 
Die routinemäßige Durchführung einer nicht-invasiven Pränataldiagnostik anhand seltener föta-
ler Zellen aus dem peripheren Blut von Schwangeren konnte bislang nicht realisiert werden, da 
ihre Isolierung bzw. Anreicherung für das klinische Personal mit zu großem Arbeitsaufwand 
verbunden wäre. Der Überschuß an mütterlichen Zellen erschwert die Entwicklung eines hinrei-
chend sensitiven Tests, außerdem besteht bei einer aufwendigen Probenaufarbeitung die Gefahr 
der Kontamination. Eine neue Möglichkeit der pränatalen Diagnostik ergibt sich aus der Beo-
bachtung, dass fötale DNA frei im Serum von Schwangeren auftritt. 
 
2.2.5.1 Entdeckung zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Serum bzw. Plasma 
Das Wachstum der Plazenta, sowie die Ausbreitung von Trophoblasten im mütterlichen Körper 
wurde von einigen Autoren mit dem Wachstum eines Tumors, bzw. dem invasiven Charakter 
von Krebszellen im Körper eines Erkrankten verglichen. In diesem Zusammenhang wurden der 
Plazenta „pseudo-maligne“ Eigenschaften zugeschrieben [Strickland & Richards, 1992]. Da Tu-
mor-DNA im Plasma oder Serum von Krebspatienten nachweisbar ist, lag die Vermutung nah, 
dass auch fötale DNA im Blut von Schwangeren zellfrei zirkuliert. 
Der Nachweis dieser fötalspezifischen DNA im mütterlichen Blutplasma gelang erstmals Lo und 
Kollegen mittels einer Y-Chromosom-spezifischen PCR [Lo et al., 1997]. Mit dieser Methode 
gelang derselben Arbeitsgruppe zuvor schon der erste molekulargenetisch durchgeführte ge-
schlechtsspezifische Nachweis fötaler DNA im Vollblut von Schwangeren [Lo et al., 1989]. Er-
mutigt durch die Entdeckung von Tumor-spezifischer DNA im Plasma und Serum von Krebspa-
tienten [Chen et al., 1996; Nawroz et al., 1996; Anker et al., 1997], setzten Lo und Kollegen 
10 µl aufgekochtes Plasma oder Serum direkt im PCR-Versuch ein, wobei der Test eine Sensiti-
vität von 80 % bzw. 70 % erreichte [Lo et al., 1997].  
 
2.2.5.2 Quantifizierung zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Blutkreislauf  
Der Gehalt an fötaler DNA im mütterlichen Plasma wurde von Lo und Kollegen mittels einer 
Echtzeit- (Real Time) PCR ermittelt [Lo et al., 1998]. Bei dem durchgeführten Verfahren wird in 
der PCR eine sogenannte TaqMan®-Sonde eingesetzt (siehe 4.7.1). Die Nukleotidabfolge dieser 
Sonde ist spezifisch für die zu amplifizierende Ausgangssequenz, außerdem ist sie am 5’- und 
3’-Ende mit einem signalgebenden Fluoreszenzfarbstoff bzw. einem sogenannten „Quenching-
Molekül“ markiert. Bei einer intakten TaqMan®-Sonde wird die Fluoreszenzstrahlung des Farb-
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stoffs aufgrund der Wechselwirkung mit dem „Quencher“ in langwelligere Wärmestrahlung um-
gewandelt. Während der PCR hybridisiert die TaqMan®-Sonde auf dem ihr komplementären 
Abschnitt der Zielsequenz und wird im Laufe des Prozesses aufgrund der 5’→3’ Exonuklease-
Aktivität der Taq-DNA- Polymerase abgebaut. Der Fluoreszenzfarbstoff wird somit aus der nä-
heren Umgebung seines „Quenchers“ entfernt. Relativ zur exponentiell ablaufenden PCR-
Produktzunahme kommt es zu einem Fluoreszenzanstieg, der in Echtzeit beobachtet werden 
kann [Holland et al., 1991; Heid et al., 1996]. 
Lo und Kollegen konnten im Vergleich zu einer DNA-Verdünnungsreihe mit Hilfe einer 
Y-Chromosom-spezifischen Echtzeit-PCR die mittlere Anzahl fötaler Genomäquivalente für die 
frühe Schwangerschaft (11. bis 17. SSW) auf 25,4 und für die späte Schwangerschaft (37. bis 43. 
SSW) auf 292,2 in einem Milliliter mütterlichen Plasmas bestimmen. Fötale DNA im mütterli-
chen Blutplasma als Ausgangsmaterial für eine nicht-invasive Pränataldiagnostik hat mehrere 
Vorteile gegenüber der Verwendung fötaler Zellen aus dem mütterlichen Vollblut. Zum einen ist 
keine aufwendige Probenaufarbeitung notwendig, zum anderen ist die Konzentration dieser zell-
freien DNA im Plasma relativ hoch. Diese Aussage wird durch den Vergleich der Ergebnisse 
von Lo und Kollegen zur Quantifizierung fötaler DNA im mütterlichen Plasma [Lo et al., 1998] 
mit denen von Bianchi und Kollegen zur Quantifizierung fötaler Zellen im mütterlichen Blut 
[Bianchi et al., 1997] bestätigt. Bezogen auf eine Gruppe von Probandinnen in der frühen 
Schwangerschaft ist demnach die Konzentration fötaler DNA im Plasma ca. 20-fach höher, als 
die Konzentration fötaler Zellen im Vollblut: 25,4 fötale Genomäquivalente pro ml mütterlichen 
Plasmas im Vergleich zu 1,2 fötale Zellen pro ml mütterlichen Blutes. Vergleicht man die Er-
gebnisse von Lo und Kollegen mit denen von Krabchi et al. [2001], ist die Konzentration fötaler 
DNA im Schwangeren-Plasma mindestens 4-fach erhöht gegenüber der Anzahl fötaler Zellen im 
Schwangeren-Blut. Außerdem ist das Verhältnis von fötaler DNA zur Gesamt-DNA im Plasma 
günstiger, als das Verhältnis fötaler Zellen zu mütterlichen Zellen im Vollblut der Schwangeren.  
Der prozentuale Gehalt an fötaler DNA in der Gesamt-Plasma-DNA wird von Lo et al. mit 
3,4 % (Bereich 0,39 % - 11,9 %) in der frühen Schwangerschaft bzw. mit 6,2 % (Bereich 2,33 % 
bis 11,4 %) in der späten Schwangerschaft angegeben [Lo et al., 1998]. Hamada und Kollegen 
gaben die Frequenz fötaler Zellen im mütterlichen Blut mit 0,0035 % für das erste Trimester und 
mit 0,008 % für das dritte Trimester an [Hamada et al., 1993]. 
Im Rahmen der von Lo und Kollegen durchgeführten Studie wurde ebenfalls die Veränderung 
der Konzentration von fötaler DNA im mütterlichen Plasma im Verlauf der Schwangerschaft 
beobachtet [Lo et al., 1998]. Hierfür wurden Probandinnen ausgewählt, deren Schwangerschaf-
ten mittels Invitrofertilisation eingeleitet wurde. Bei allen 12 Probandinnen mit männlichen Fö-
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ten konnten vor Beginn der Schwangerschaft keine SRY-Sequenzen im Blutplasma nachgewie-
sen werden. Ab der 7. Schwangerschaftswoche war die Detektion der SRY-Sequenz mit Hilfe 
des SRY-TaqMan®-Assays möglich. Außerdem war bei allen Schwangerschaften ein Anstieg 
der Konzentration von fötaler DNA im mütterlichen Plasma mit fortschreitender Schwanger-
schaft zu beobachten. 
 
2.2.5.3 Existenz von zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Blutkreislauf nach der Geburt 
Im Gegensatz zu intakten fötalen Zellen, die nach der Geburt im mütterlichen Blutkreislauf noch 
länger perexistieren können [Bianchi et al., 1996], wird die frei zirkulierende DNA rasch abge-
baut, was in einer weiteren von Lo und Kollegen durchgeführten Studie beobachtet wurde [Lo 
et al., 1999]. Zunächst untersuchte man die Plasma-DNA von 12 Müttern 1 bis 42 Tage nach der 
Geburt hinsichtlich der Existenz noch vorhandener fötaler DNA-Sequenzen, hierfür wurde der 
schon für die erste Studie entwickelte SRY-TaqMan®-PCR-Test verwendet [Lo et al., 1998]. 
Einen Tag nach der Geburt war keine SRY-Sequenz mehr im mütterlichen Plasma detektierbar. 
Um den zeitlichen Beobachtungsraum enger einzugrenzen, wurde die Plasma-DNA von 8 Frau-
en, die ihre Söhne mittels Kaiserschnitt zur Welt brachten, in kürzeren Abständen direkt nach 
dem Eingriff untersucht. Bei 7 von den 8 Frauen war 2 Stunden nach dem Geburtsvorgang keine 
fötal-spezifische DNA-Sequenz mehr zu detektieren. Die Autoren geben eine mittlere Halb-
wertszeit von 16,3 Minuten (Bereich 4 bis 30 Minuten) für fötale DNA im mütterlichen Plasma 
nach der Geburt an. 
 
2.2.5.4 Ursprung von zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Blutkreislauf 
Die Existenz großer Mengen zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Plasma widerlegt die kon-
ventionelle Annahme, dass der fötale und mütterliche Blutkreislauf als zwei physionomisch 
streng voneinander getrennte Kompartimente koexistieren. So, wie der biologische Hintergrund 
für die Existenz von fötalen Zellen im mütterlichen Blutkreislauf noch nicht im Detail erklärt 
werden konnte, so konnte auch noch nicht der biologische Mechanismus aufgedeckt werden, der 
für die Existenz von zellfreier DNA im mütterlichen Blutkreislauf verantwortlich ist [Bianchi & 
Lo, 2001]. Es gibt verschiedene Interpretationsansätze, wie z.B. einen kontinuierlichen Ablö-
sungsprozeß von fötalen Zellen aus der Plazenta, oder Transport von fötalen Zellen durch die 
Plazenta. Das mütterliche Immunsystem zerstört diese, wobei die fötale DNA teilweise ins müt-
terliche Blut austreten kann. Die im mütterlichen Blut zu findenden seltenen fötalen Zellen sind 
damit nur ein Restbestand von der ursprünglichen Anzahl frei gegebener fötaler Zellen [Bianchi, 
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1998]. Ein weiterer Erklärungsversuch geht von einem aktiven Auf- und Abbau von Zellmaterial 
an der Plazentaoberfläche aus, bei dem kontinuierlich fötale DNA an die Umgebung abgegeben 
wird [Bianchi, 1998]. Die Existenz fötaler DNA kann auch mit einer Apoptose fötaler Zellen 
erklärt werden [Sekizawa et al., 2000; Kolialexi et al., 2001], die in Abhängigkeit zum individu-
ellen Verlauf der Schwangerschaft oder in Abhängigkeit zur individuellen Entwicklung des Fö-
tus abläuft. Bei der von Lo und Kollegen durchgeführten Studie der Konzentrationsveränderung 
von fötaler DNA im mütterlichen Plasma im Verlauf der Schwangerschaft wurde ein starker An-
stieg innerhalb der letzten 8 Schwangerschaftswochen detektiert [Lo et al., 1998]. Diese Beo-
bachtung kann mit dem abgeschlossenen Wachstum des Fötus im dritten Trimester, oder mit 
dem auf mikroskopischer Ebene beginnendem Zusammenbruch der Plazentabarriere als Vorbe-
reitung für die bevorstehende Geburt, in Beziehung gebracht werden. Pathologische Vorgänge 
während der Schwangerschaft, deren Merkmale auf eine abnorme Entwicklung der Plazenta, 
oder des Fötus schließen lassen, könnten somit einen entscheidenden Einfluss auf die Konzentra-
tion von freier fötaler DNA im mütterlichen Serum oder Plasma haben. 
 
2.2.6 Klinische Anwendung von fötalem Material aus mütterlichem Blut 
 
Bis heute konnten unterschiedliche genetische Aberrationen des ungeborenen Kindes anhand der 
Untersuchung von fötalen Zellen im maternalen Blut, wie in Tabelle 2.1 gezeigt, nachgewiesen 
werden. Die Detektion von Aneuploidien mittels FISH-Technik anhand fötaler Zellkerne hat 
hieran einen großen Anteil. Diese Methode findet derzeitig Anwendung in einer vom United 
States National Institute of Child Health and Human Development (NICHD) angelegten Multi-
Center Studie, der sogenannten „the National Institute of Child Health an Human Development  
Fetal Cell Isolation Study“ (NIFTY). Hierbei wird der direkte Vergleich von nicht-invasiver und 
invasiver Pränataldiagnostik zur Bestimmung des fötalen Geschlechts und den am häufigsten 
auftretenden Aneuploidien vorgenommen [de la Cruz et al., 1995; Bianchi et al., 1999]. 
Neben einer nicht-invasiven Pränataldiagnostik anhand der Analyse von fötalen Zellen wird be-
reits auch zellfreie fötale DNA im mütterlichen Plasma für die Diagnostik genetischer Defekte 
des Kindes eingesetzt. Vorraussetzung ist hierbei ebenfalls die eindeutige Unterscheidbarkeit 
zwischen dem genetischen Material des Kindes und dem der Mutter. So dient die 
Y-Chromosom-spezifische PCR vielen Gruppen zur Identifizierung fötaler Zellen und fötaler 
DNA im mütterlichen Blut bzw. Plasma [Lo et al., 1989, 1997, 1998; Bianchi et al., 1997; Smid 
et al., 1999; Houfflin-Debarge et al., 2000; Honda et al., 2001; Wei et al., 2001].  
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Erscheinungsjahr; 
Erst-Autor 
Diagnose Zell-Anreicherung / Diagnose-Technik 
1990; Camaschella Hb Lepore-Boston keine / PCR mit DNA-Extrakt aus mütterlichem Blut  
1992; Bianchi 47,XY,+ 21 FACS (AK anti-CD71) / FISH 
1992; Elias 47,XY,+ 21 FACS (AK anti-CD71) / FISH 
1992; Cacheux 47,XYY 
Abtrennung von mütterlichen Lymphozyten mit 
MACS (AK anti-CD45), anschließend FACS (AK 
gegen Trophoblasten) / FISH 
1993; Ganshirt-Ahlert 47,XY,+ 18 
47,XY,+ 21 
Dichtegradienten-Zentrifugation anschließend 
MACS (AK anti-CD71)  / FISH 
1996 a; Sekizawa  Dychenne  
Muskel Dystrophie 
Dichtegradienten-Zentrifugation anschließend Mik-
romanipulation / PEP anschließend PCR 
1996 b; Sekizawa  RHD-Genotyp Dichtegradienten-Zentrifugation anschließend Mi-kromanipulation / Nested PCR 
1996; Cheung Sichelzellenanämie β-Thalassämie MACS anschließend Mikromanipulation / FISH 
1998; Oostwijk 47,XY,+ 13 Dichtegradienten-Zentrifugation / FISH 
1998; Watanabe Ornithin Transcarbamy-
lase Defizienz 
Dichtegradienten-Zentrifugation anschließend Mik-
romanipulation / PEP anschließend PCR mit RFLP-
Analyse 
1999; Sekizawa RHD-Genotyp FACS (anti-γ-Hämoglobin) anschließend Mikroma-
nipulation / PCR 
2000; Samura 46,XX 
FACS (anti-γ-Hämoglobin) anschließend Mikroma-
nipulation / Fluoreszens PCR mit für Chromosom 
18 und 21 spezifischen STR-Markern 
2001; Samura Trisomie 21 
FACS (anti-γ-Hämoglobin, Hoechst 33342) an-
schließend Mikromanipulation / PCR mit Chromo-
som 21 spezifischen STR-Markern 
 
Tabelle 2.1: Beispiele für eine nicht-invasive Pränataldiagnostik anhand fötaler Zellen aus dem Blut-
kreislauf von Schwangeren. 
 
 
Während die FISH-Diagnostik auf intakte Zellen angewendet wird und hierbei größere Chromo-
somenabschnitte untersucht werden, ist die Untersuchung der zellfreien DNA auf kleinere DNA-
Fragmente mittels PCR beschränkt. Viele Krankheiten, die auf genetische Defekte zurück zu 
führen sind, beruhen auf nur sehr geringen strukturellen Unterschieden zwischen der DNA-
Sequenz des Kranken im Vergleich zu der des Gesunden. In der Tabelle 2.2 werden einige Bei-
spiele aufgeführt, bei denen die Diagnose einer beim Fötus vorliegenden Krankheit anhand der 
molekulargenetischen Untersuchung von zellfreier DNA aus mütterlichem Blutplasma bereits 
gelungen ist.  
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Erscheinungsjahr;  
Erst-Autor 
Diagnose Diagnose-Technik 
2000; Chen 
Aneuploidie 
väterlich vererbte chromosomale Translokation im 
distalen Chromosom 3p 
Mikrosatelliten-Analyse 
2000; Amicucci 
Myotone Dystrophie 
Expansion eines CTG-Repeats im DMPK-Gen  
auf Chromosom 19q13 
Mikrosatelliten-Analyse 
2000; Saito 
Achondroplasie  
Punktmutation im FGFR3-Gen  
auf Chromosom 4p16.3 
PCR mit RFLP-Analyse 
2002;  
Gonzales-Gonzales 
 
Cystische Fibrose  
väterlich vererbte Mutation (Q890X) im CFTR-Gen 
auf Chromosom 7q31.2 
PCR mit RFLP-Analyse 
2002; Chiu 
β-Thalassämie 
Codon 41/42 (-CTTT) Mutation im β−Globin-Gen 
auf Chromosom 11p15.5 
Echtzeit-PCR 
 
Tabelle 2.2: Beispiele für eine nicht-invasive Pränataldiagnostik anhand zellfreier fötaler DNA aus 
dem Plasma von Schwangeren. 
 
 
Neben dem Nachweis Y-Chromosom-spezifischer Sequenzen im Plasma von Schwangeren [Lo 
et al., 1997] gelang auch der fötalspezifische Nachweis von RHD-Sequenzen im Plasma Anti-
gen-RhD-negativer Schwangerer [Lo et al., 1998; Faas et al., 1998; Bischoff et al., 1998; Pertl 
et al., 2000; Zhong et al., 2000 b; Avent et al., 2000; Nelson et al., 2001; Legler et al., 2002; 
Finning et al., 2002]. Bis heute ist es allerdings nicht gelungen, einen routinefähigen Pränataltest 
zur fötalen RHD-Genotypisierung anhand mütterlichen Blutplasmas zu entwickeln. 
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3 Aufgabenstellung 
 
 
Die Aufgabenstellung für die vorliegende Arbeit bestand in der Entwicklung eines routinefähi-
gen nicht-invasiven Tests zur Rhesus-D-Genotypisierung des ungeborenen Kindes von Rhesus-
D-negativen Frauen. Der geplante RHD-Test sollte auf der molekulargenetischen Untersuchung 
von zellfreier fötaler DNA aus mütterlichem Blutplasma mittels Echtzeit-PCR beruhen. Hierfür 
ist lediglich die Entnahme einer mütterlichen Blutprobe erforderlich. Für die bisher mögliche 
serologische pränatale Rhesus-D-Typisierung wird dagegen die invasive Entnahme einer fötalen 
Blutprobe durchgeführt.  
 
Da davon auszugehen war, dass die Konzentration von frei zirkulierender fötaler DNA im müt-
terlichen Blutplasma gering ist, musste eine effiziente DNA-Extraktionsmethode gefunden wer-
den, um eine ausreichende Menge von fötalspezifischen DNA-Ausgangssequenzen im PCR-
Versuch zu gewährleisten. 
 
Die Rhesus-D-Genotypisierung des ungeborenen Kindes sollte mittels Amplifikation RHD-
spezifischer Sequenzen aus mütterlicher Blutplasma-DNA erfolgen. Neben der großen Sequenz-
homologie zwischen dem RHD- und RHCE-Gen war auch das Auftreten von Variationen von 
RHD-Geno- und -Phänotypen in der Bevölkerung problematisch für die Entwicklung eines zu-
verlässigen Rhesus-D-spezifischen PCR-Tests. Um den Anteil derartiger Variationen in der 
deutschen Bevölkerung beurteilen zu können, sollte die entwickelte RHD-spezifische PCR an 
einer größeren Gruppe serologisch als RhD-negativ bestimmter Blutspender getestet werden. 
 
Bei der vorgeburtlichen ärztlichen Betreuung von Rhesus-D-negativen Frauen könnte eine Rhe-
sus-D-Zygotiebestimmung des betreffenden Vaters eine Risikoeinschätzung der Schwanger-
schaft für den Erhalt eines Rhesus-D-positiven Fötus ermöglichen. Ist der Vater z.B. ebenfalls 
Rhesus-D-negativ, bedarf es keiner besonderen Schwangerschaftsbetreuung im Hinblick auf eine 
eventuelle Rhesus-Inkompatibilität von Mutter und Fötus.  
Zu diesem Zweck sollte ein Multiplex-PCR-Test entwickelt werden, der eine relative Allel-
Quantifizierung von RHD- und RHCE-Gen und damit eine Rhesus-D-Zygotiebestimmung für 
betroffene Väter ermöglichen könnte. 
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4 Material und Methoden 
 
4.1 Probenmaterial 
 
4.1.1 Blutproben mit bekanntem Rhesus-D-Serotyp 
Von jeweils 50 weiblichen (f1 bis f50) und männlichen (m1 bis m50) Blutspendern standen 
Blutproben zur Verfügung. Die Vollblutproben wurden in 5 ml Serumröhrchen mit EDTA (Her-
steller nicht bekannt) gesammelt. Bei der serologischen Prüfung waren von den 100 erhaltenen 
Proben insgesamt 11 als Rhesus D-negativ eingestuft worden. 
Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte mit den unter 4.3.1.1 und 4.3.2.1 beschriebenen 
Methoden. 
 
4.1.2 Blutproben (Transfusionsmedizin Universitäts-Klinik-Münster) 
Im Rahmen einer Kooperation wurden von der Transfusionsmedizin der Universitäts-Klinik-
Münster 255 serologisch als Rhesus D-negativ eingestufte Blutproben erhalten, die mit dem 
schriftlichen Einverständnis der Spender/innen parallel zur freiwilligen Blutspende entnommen 
wurden. Die Probensammlung erfolgte in 2,7 ml Hämatologie-Monovetten® (Kalium-EDTA, 
Sarstedt). Bis zur Durchführung der DNA-Extraktion nach Methode 4.1.2.1 wurden die Blutpro-
ben bei 4 °C gelagert. Gemäß einer von der transfusionsmedizinischen Abteilung vorgenomme-
nen Serotypisierung waren 241 Proben ccddee, 12 Proben Ccddee und 2 Proben ccddEe. 
 
4.1.3 Schwangeren-Blutplasmaproben (Evangelisches Krankenhaus Oberhausen) 
Im Rahmen der routinemäßigen Voruntersuchung zur invasiv durchgeführten Pränataldiagnostik 
wurde Patientinnen des Evangelischen Krankenhauses Oberhausen mit deren schriftlichen Ein-
verständnis jeweils eine 9 ml Blutprobe in eine S-Monovette® (EDTA K2-Gel, Sarstedt) ent-
nommen. Nach einem Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 1600 x g und Raumtemperatur 
trennt sich die Vollblutprobe mit diesem Monovettentyp in drei voneinander getrennte Phasen 
auf: 
- Zellfraktion (Buffycoat), 
- Geldiffusionsschicht und 
- Blutplasma. 
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Das Plasma wird in ein 15 ml Röhrchen mit konischem Boden (Sarstedt) überführt und einem 
zweiten Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 3000 x g und Raumtemperatur unterzogen. 
Das erhaltene zellfreie Plasma wird in ein sauberes 15 ml Röhrchen mit konischem Boden (Sar-
stedt) überführt und bei –20 °C bis zur DNA-Extraktion aufbewahrt (siehe Abb. 4.1) . 
 
 
Abbildung 4.1: Informationsblatt zur Blutprobenaufarbeitung, das für das technische Personal im  
Evangelischen Krankenhaus Oberhausen entworfen wurde. 
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4.1.4 Amnionflüssigkeitsüberstand (Evangelisches Krankenhaus Oberhausen) 
Von jeder Patientin des Evangelischen Krankenhauses Oberhausen, von der eine Blutprobe auf-
gearbeitet wurde, ist ebenfalls eine Probe von ca. einem Milliliter Amnionflüssigkeitsüberstand 
abgenommen worden. Dieses Material fällt bei der routinemäßigen Aufarbeitung von Amni-
onflüssigkeit zur Gewinnung fötaler Zellen für die FISH-Analyse als Abfallprodukt ab. Die für 
die vorliegende Arbeit zur Verfügung gestellten Proben Amnionflüssigkeitsüberstand wurden 
nach Entnahme bei  –22 °C zwischengelagert und bis zu ihrer Verwendung bei –80 °C aufbe-
wahrt. Durch die molekulargenetische Untersuchung des Amnionflüssigkeitsüberstandes sollte in 
der vorliegenden Arbeit der RHD-Genotyp des Fötus bestimmt werden.  
 
4.1.5 Sonstige Blutproben 
Frische Blutproben wurden in 9 ml S-Monovette® (EDTA K2-Gel, Sarstedt) oder einfache 9 ml 
Hämatologie-Monovetten (Kalium-EDTA, Sarstedt) entnommen. Die Blutproben wurden ent-
weder, wie unter 4.1.3 beschrieben (siehe Abb. 4.1) aufgearbeitet, oder es erfolgte eine DNA-
Präparation anhand der Vollblutprobe nach Methode 4.3.1.1 oder 4.3.2.1. 
 
 
 
4.2 Nukleinsäuren 
4.2.1 DNA-Längenstandards  
 
GeneScan® TAMRA 500  
 
 
 
Abbildung. 4.2: Elektropherogramm des verwendeten DNA-Längenstandards (PE Applied Biosystems) in 
der Kapillarelektrophorese 
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Abbildung 4.3: DNA-Längenstandards (peQLab) für die Agarose-Gelelektrophorese. 
 
 
 
 
Abbildung 4.4: DNA-Längenstandards (Molekularbiologisches & biochemisches Labor Dr. Bartling GmbH) 
für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 
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4.2.2 Oligonukleotide 
 
Die in der folgenden Tabelle 4.1 aufgelisteten Oligonukleotide wurden entweder bei den Firmen 
Eurogentec oder Operon bezogen. 
 
Oligonukleotid 
5’-3’ 
Bp G + C 
[%] 
TM / TAn 
[°C] 
Literatur 
RHD Exon 3 
D-ex3-F TTGTCGGTGCTGATCTCAGTGGA 23 52 66 / 51 
D-ex3-R ACTGATGACCATCCTCAGGTTGCC 24 54 65 / 50 
RHD Exon 4 
D-ex4-F ACATGATGCACATCTACGTGTTCGC 25 48 64 / 49 
D-ex4-R CAGACAAACTGGGTATCGTTGCTG 24 50 63 / 48 
RHD Exon 5 / Intron 6 
D-ex5-F ATGTTCTGGCCAAGTGTCAACTCTG 25 48 63 / 48 
D-ex5-R CTGCTCACCTTGCTGATCTTCCC 23 56 64 / 49 
[Gassner et al., 1997] 
RHD Exon 6 
D-ex6-F GGAACAAGGCCCAGCTTATTGA 22 50 63 / 48 
D-ex6-R CCAATCCTCTTGCCTCAGCCTC 22 59 65 / 50 
 
RHD Exon 10 UTR 
RD-A CCTCTCACTGTTGCCTGCATT 21 52 61 / 46 
RD-B AGTGCCTGCGCGAACATT 18 55 62 / 47 
RD-T 
TaqMan 
6-FAM- 
TACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGTCT 
-TAMRA 
31 45 72 / 57 
[Lo et al., 1998] 
RHD Exon 7 
MS-Dex7 GCTGGGGATTCCCCACAGCTCCATCATCGG 30 63 80 / 65 
MS-Dex7b TCCCCACAGCTCCATCATCGG 21 61 67 / 52 
Dex7-com GCCATTGCCGGCTCCGACGGTATC 24 66 75 / 60 
BP-Dex7 
Molecular 
Beacon 
Primer 
HEX- 
AGGACCAGCTTTGCTGGTCC(DABCYL-dT) 
-GCTGGTGCTTGATACCGTCGTAGC 
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Oligonukleotid 
5’-3’ 
Bp G + C 
[%] 
TM / TAn 
[°C] 
Literatur 
RHCE Exon 7 
MS-CEex7 CAGGTGTGTTGTAACCGAGTCGAGGGGAT-
TCACCACATCTCCGTCAAGCA 
50 54 87 / 72 
MS-CEex7b GGATTCACCACATCTCCGTCAAGCA 25 52 68 / 53 
BP-CEex7 
Molecular 
Beacon 
Primer 
6-FAM- 
ACCTGGTCGTTTCGACCAGG(DABCYL-dT) 
-GCTGCTGGTGCTTCATACTGTCTGGAA 
   
RHD / RHCE Exon 7 
RH-com CTCTGCACACATTTCTTCCTGAGTTGG 27 48 65 / 50 
RH-comx CCCCAGCTAAGGACTCTGCACACATTT 27 51 69 / 54 
RH-comy AGTGCACACGCCCCAGCTAAGGACTC 26 61 73 / 58 
RH-comz CCAGCTAAGGACTCTGCACACATTTCTT 28 46 67 / 52 
RH-com-Fl 6-FAM- 
CTCTGCACACATTTCTTCCTGAGTTGG 
   
DCE-Taq1 
TaqMan 
6-FAM- 
CGGCAATGGCATGTGGGTCACTGGGC 
-TAMRA 
26 65 78 / 63 
DCE-Taq2 
TaqMan 
6-FAM- 
CAGCTTGCTGGGTCTGCTTGGAGAG 
-TAMRA 
25 60 71 / 56 
 
SRY 
SRY-109F TGGCGATTAAGTCAAATTCGC 21 42 59 / 44 
SRY-245R CCCCCTAGTACCCTGACAATGTAT 24 50 61 / 46 
SRY-142T 
TaqMan 
6-FAM- 
AGCAGTAGAGCAGTCAGGGAGGCAGA 
-TAMRA 
26 57 68 / 53 
[Lo et al., 1998] 
SRY-109Fa GTCAAATGTTAGCCATCCTAGAAGTTGGGC 30 46 67 / 52 
SRY-245Ra GCATTTCTCCGCCCTCAACACCCCCTCAAC 30 60 79 / 64 
 
 
Tabelle 4.1: Überblick der Oligonukleotide, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit im PCR-
Versuch zum Einsatz gekommen sind.  
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4.2.2.1 Farbstoffmarkierung von Oligonukleotiden 
In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Sorten von Fluoreszenz-markierten Oligo-
nukleotide in PCR-Versuchen eingesetzt:  - Einfach 5’-Fluoreszenz-markierte Farbstoffe, 
- TaqMan®-Sonden (siehe 4.7.1) und 
- Beacon-Primer (siehe 4.7.2). 
In der folgenden Tabelle werden die hierfür verwendeten Farbstoffe aufgelistet. 
 
Farbstoff Emission [nm] 
Absorption 
[nm] Typ 
6-FAM 515 492 Reporter 
HEX 556 535 Reporter 
TAMRA 580 555 Quencher 
DABCYL nicht sichtbar 453 Quencher 
 
Tabelle 4.2: Zusammenstellung der für die Fluoreszenzmarkierung von Oligonukleotiden verwende-
ten Farbstoffe (Angaben des Herstellers Eurogentec). 
 
4.2.2.2 Berechnung der theoretischen Schmelztemperatur (TM) für Oligonukleotide 
Das Denaturierungsverhalten von doppelsträngiger DNA in Abhängigkeit von der Umge-
bungstempertatur wird durch eine sigmoid verlaufende Kurvenfunktion, der sogenannten 
Schmelzkurve, beschrieben. Die charakteristische Schmelztemperatur (TM) von DNA beschreibt 
den Zustand einer zur Hälfte vollständig vorliegenden Denaturierung der DNA-Doppel-
helixstruktur (Wendepunkt des sigmoiden Kurvenverlaufs in Abb. 4.5).  
Der Anteil von denaturierter DNA ist messbar über den Anstieg der optischen Dichte der DNA-
Lösung bei 260 nm (siehe 4.1.1). Man spricht hierbei von dem hyperchromen Effekt von ein-
zelsträngiger DNA. 
 
 
Abbildung 4.5: Idealisierte Darstellung der sigmoiden Verlaufskurve zur thermischen Destabilisie-
rung der doppelsträngigen DNA-Helix. 
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Verschiedene doppelsträngige DNA-Moleküle weisen einen für sie charakteristischen TM-Wert 
auf. Für sehr kurze Sequenzen ist eine thermodynamische Berechnung der Schmelztemperatur 
möglich. Die TM-Werte, der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Oligonukleotide, wurden 
mit Hilfe des Computerpogramms DNAssist auf Grundlage der Basenabfolge nach der sogenann-
ten „Wallace Formel“ [Breslauer et al., 1986] berechnet: 
 
TM = [ (Anzahl von A und T) × 2 °C + (Anzahl von G und C) × 4 °C ] 
 
Die Hybridisierungs- oder auch Annealing-Temperatur von Olionukleotiden wird 5 °C unter der 
Schmelztemperatur angegeben. Die Abschätzung der Primer-Schmelztemperatur war Grundlage 
für die Planung der in der vorliegenden Arbeit angewendeten Touchdown-PCR-Programme (sie-
he 4.6.2.3). 
Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzen Beacon-Primer (siehe 4.7.2) dienen im Echtzeit-
PCR-Versuch (siehe 4.7) zur Generierung eines Fluoreszenzsignals, dessen Intensität analog der 
PCR-Produktbildung zunimmt. Im Grundzustand bilden Beacon-Primer eine innermolekulare 
Haarnadelstruktur aus, bei der sich ein Reporter-Farbstoffmolekül in unmittelbarer Nähe eines 
„Quenching-Moleküls“ befindet. Um ein unspezifisches Öffnen der Beacon-Primer während der 
PCR zu verhindern, musste vor dem Einsatz im PCR-Versuch ihr Schmelzverhalten im Echtzeit-
Versuch getestet werden. Zu diesem Zweck wurden 10 pmol Beacon-Primer in einem Volumen 
von 50 µl 1x PCR-Puffer (aus 10x PCR-Puffer, HT Biotechnology LTD) aufgenommen und mit 
Hilfe des iCycler™ iQ Detektionssystems (siehe 4.7.3) ein Schmelzprofil aufgenommen werden. 
 
4.3 Präparation von genomischer DNA 
 
4.3.1 DNA-Präparation mit Silikagelmembran-Zentrifugationssäulen 
Die in der vorliegenden Arbeit angewendeten DNA-Säulenextraktionsmethoden stützen sich auf 
die Silikaoberflächen-Technologie, die ohne die Verwendung von organischen Lösungsmitteln 
und Ethanol-Präzipitation auskommt. Die aufzuarbeitenden Proben werden unter denaturieren-
den Bedingungen lysiert und danach auf Zentrifugationssäulen geladen, in der die DNA-
Moleküle in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotropher Salze an die enthaltene Silikagel-
membran binden.  
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Zellulärer Debris, Hämoglobin, andere Proteine und sonstige Kontaminationen können hier 
durch Waschen mit alkoholhaltigen Puffern entfernt werden. Die gereinigte DNA wird abschlie-
ßend mit einem Puffer niedriger Salzkonzentration eluiert. 
 
4.3.1.1 DNA-Präparation mit dem DNeasyTM Tissue-Kit aus Vollblut 
Die zu extrahierenden Blutproben wurden zunächst für mindestens eine halbe Stunde auf der 
Rollbank homogenisiert. In einem 2 ml Eppendorfgefäß wurden 100 µl oder 200 µl EDTA-
Vollblut vorgelegt, gegebenenfalls mit TE-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 200 µl gebracht 
und 200 µl AL-Puffer, sowie 40 µl Proteinase K zugegeben. Nachdem die Lösungen durch Vor-
texen gut vermischt wurden, erfolgte eine Inkubation bei 70 °C für 90 bis 120 Minuten. Nach 
Zugabe von 200 µl 98 %igen Ethanols und kräftigem Mischen durch Vortexen, wurde das ge-
samte Probevolumen auf die DNeasyTM Tissue-Kit Säulen pipettiert. Es folgte ein Zentrifugati-
onsschritt von 6.000 x g für eine Minute. Das Auffanggefäß wurde verworfen und durch ein 
Neues ersetzt. Es wurden 500 µl AW1-Puffer auf die Säule pipettiert und ein Zentrifugati-
onsschritt bei 6.000 x g für eine Minute durchgeführt. Der AW1-Puffer wurde aus dem Auffang-
gefäß entleert und ein zweiter Waschschritt mit 500 µl AW2-Puffer und einem Zentrifugati-
onsschritt bei 16.000 x g für 3 Minuten durchgeführt. Das Auffanggefäß unter der Säule wurde 
durch ein 1,5 ml Eppendorfgefäß ersetzt. Die Elution erfolgte einmalig oder zweimalig mit 
100 µl AE-Puffer, der direkt auf die Säulenmembran pipettiert wurde. Nach einer Inkubations-
zeit von 5 bis 30 Minuten erfolgte der Zentrifugationsschritt bei 6.000 x g für eine Minute. 
 
 
DNeasyTM Tissue-Kit (Qiagen): Tissue-Kit Säulen (Vmax = 620 µl) 
     2 ml Tissue-Kit Auffanggefäße 
AL-Puffer 
20 mg/ml Proteinase K  
AW1-Puffer 
AW2-Puffer 
AE-Puffer 
 
TE-Puffer:    10 mM Tris-HCl pH 8,6 (Sigma) 
1 mM Na2EDTA (Sigma) 
 
98 % (v/v) Ethanol (Roth) 
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4.3.1.2 DNA-Präparation mit dem DNeasyTM Tissue-Kit aus Plasma und Amnionflüssigkeit 
Die DNA-Extraktion aus Plasma und Amnionflüssigkeitsüberstand mit Hilfe des DNeasyTM Tis-
sue-Kits wurde im Prinzip, wie unter 4.3.1.1 beschrieben durchgeführt. Eine Homogenisierung 
des Ausgangsmaterials auf der Rollbank entfiel. Bei den zu untersuchenden Proben sollte die 
äußerst gering konzentrierte zellfreie DNA isoliert werden. Um eine möglichst hohe DNA-
Ausbeute zu erzielen, wurde das Probenvolumen zum Beladen der DNeasyTM Tissue-Kit Säulen 
auf 400 bis 800 µl erhöht. Für den Verdau von 200 µl Probenvolumen wurden 20 µl Proteina-
se K und 200 µl AL-Puffer eingesetzt. Die Inkubationszeit bei 70 °C wurde von 30 Minuten bis 
2 Stunden variiert. Vor dem Beladen auf die Säule wurde ein dem Probenvolumen äquivalentes 
Volumen 98 %igen Ethanols zugegeben. Die für das Beladen der DNeasyTM Tissue-Kit Säule 
notwendigen Arbeitsschritte wurden solange wiederholt, wie für das gesamte Probenvolumen 
notwendig war. Bei den vom Hersteller empfohlenen Waschpuffervolumina wurden keine Ände-
rungen vorgenommen. Die Elution der zu extrahierenden DNA wurde einmalig mit einem 
AE-Puffervolumen von 50 µl durchgeführt. 
 
4.3.1.3 DNA-Präparation mit dem QIAamp® DNA Blood Midi Kit aus Plasma 
Mit dem Ziel, eine größere DNA-Ausbeute zu erreichen, wurde der Einsatz des QIAamp® DNA 
Blood Midi Kit für die DNA-Extraktion aus Plasma getestet. Der Unterschied zu dem DNeasyTM 
Tissue-Kit (siehe 4.3.1.1) besteht darin, dass größere Zentrifugationssäulen zum Einsatz kom-
men, so dass ein größeres Probevolumen prozessiert werden kann. Der Ablauf der Arbeitsschrit-
te blieb identisch, allerdings wurden größere Volumina der Reagenzlösungen, sowie entspre-
chend angepasste Zentrifugationsschritte angewendet: 
 
- 2 ml Plasma wurden mit 200 µl Proteinase K-Lösung und 2,4 ml AL-Puffer gemischt. 
- Die Inkubation bei 70 °C erfolgte für 30 Minuten. 
- 2 ml 98 %iger Ethanol wurden zugegeben. 
- Das Gesamtvolumen wurde in zwei Schritten auf die QIAamp® DNA Blood Midi Kit 
Säulen geladen und der Zentrifugationsschritt hierbei mit 1.850 x g für 3 Minuten durch-
geführt. 
- Der erste Waschschritt wurde mit 2 ml AW1-Puffer durchgeführt und einem Zentrifuga-
tionsschritt von 3.200 x g für eine Minute. 
- Der zweite Waschschritt wurde mit 2 ml AW2-Puffer durchgeführt und einem Zentrifu-
gationsschritt von 3.200 x g für 15 Minuten. 
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- Die Elution erfolgte zweimalig mit den selben 100 µl AE-Puffer und einem Zentrifugati-
onsschritt von 3.200 x g für fünf Minuten. 
  
 
QIAamp® DNA Blood Midi Kit (Qiagen): Midi Kit Säulen (Vmax = 3,3 ml) 
      15 ml Midi Kit Auffanggefäße 
AL-Puffer 
20 mg/ml  Proteinase K 
AW1-Puffer 
AW2-Puffer 
AE-Puffer 
 
 
 
4.3.1.4 DNA-Präparation mit dem QIAamp® DNA Blood Maxi Kit aus Plasma 
Im Vergleich zu dem DNeasyTM Tissue-Kit (siehe 4.3.1.1) und dem QIAamp® DNA Blood Midi 
Kit (siehe 4.3.1.3) wurde das QIAamp® DNA Blood Maxi Kit getestet, um das Volumen des zu 
untersuchenden Plasmas zu maximieren. Im Gegensatz zu Mini- oder Midi-Kit waren größere 
Volumina der Reagenzlösungen, sowie entsprechend angepasste Zentrifugationsschritte notwen-
dig: 
- 10 ml Plasma wurden mit 500 µl Proteinase K-Lösung und 12 ml AL-Puffer gemischt. 
- Die Inkubation bei 70 °C erfolgte für 30 Minuten. 
- 10 ml 98 %iger Ethanol wurden zugegeben. 
- Das Gesamtvolumen wurde in zwei Schritten auf die QIAamp® DNA Blood Maxi Kit 
Säulen geladen und die Zentrifugation hierfür mit 1.850 x g für 3 Minuten durchgeführt. 
- Der erste Waschschritt wurde mit 5 ml AW1-Puffer durchgeführt und einem Zentrifuga-
tionsschritt von 3.200 x g für eine Minute. 
- Der zweite Waschschritt wurde mit 5 ml AW2-Puffer durchgeführt und einem Zentrifu-
gationsschritt von 3.200 x g für 15 Minuten. 
- Die Elution erfolgte zweimalig mit 100 µl AE-Puffer und einem Zentrifugationsschritt 
von 3.200 x g für fünf Minuten. 
 
 
QIAamp® DNA Blood Maxi Kit (Qiagen): Maxi Kit Säulen (Vmax = 16,25 ml) 
      50 ml Maxi Kit Auffanggefäße 
AL-Puffer 
20 mg/ml  Proteinase K 
AW1-Puffer 
AW2-Puffer 
AE-Puffer 
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4.3.1.5 Optimierung der Silikagelmembran-Säulenextraktion von zellfreier DNA aus Plasma 
 
Um eine hohe DNA-Ausbeute zu erreichen wurde zunächst ein möglichst großes Volumen Blut-
plasma prozessiert. Das maximale Füllvolumen der verschiedenen Zentrifugationssäulen setzte 
das Volumen des zu bearbeitenden Blutplasmas auf 200 µl, 2 ml oder 10 ml fest (Angaben der 
Hersteller). Um die Bindungskapazität der kleinsten Zentrifugationssäulen auszuschöpfen, wurde 
das vom Hertsteller empfohlene Probevolumen überschritten und die Säulenbeladung in mehre-
ren Schritten vorgenommen. Auf diese Weise wurde der Einsatz verschiedener Volumina Blut-
plasma (200 µl, 400 µl und 800 µl) getestet. Bei sehr geringen DNA-Konzentrationen wird der 
Zusatz von sogenannten Carrier-Oligonukleotiden (Herstellerangabe 10 µg/ml) zur Probelösung 
empfohlen. Sie sollen beim DNA-Elutionsschritt freie Bindungsstellen auf der Silikaoberfläche 
besetzen, um zu verhindern, dass die geringe Menge Proben-DNA im Säulenmaterial zurück-
gehalten wird. In der vorliegenden Arbeit wurde synthetische Carrier-RNA und Herringssper-
mien-DNA zu diesem Zweck eingesetzt. Um sicherzustellen, dass die im Plasma befindlichen 
Proteine vollständig degradiert werden, wurde die zum Verdau eingesetzte Menge Proteinase K 
variiert (Arbeitskonzentrationen von 50 bis 950 µg/ml), sowie die für die Lyse vorgesehene In-
kubationszeit (10 Minuten bis Inkubation über Nacht). Zu Beginn der Untersuchungen wurde die 
zu präparierende DNA durch zweimalige Behandlung mit dem selben geringen Puffervolumen 
von der Silikagelmembran eluiert. Diese Vorgehensweise sollte nach Herstellerinformation eine 
Erhöhung der DNA-Konzentration erzielen. Später wurde eine einmalige Elution mit dem vom 
Hersteller empfohlenen geringsten Elutionspuffervolumen durchgeführt. 
 
Carrier-RNA (Qiagen) 
Herringsspermien-DNA (Sigma) 
 
 
4.3.2 DNA-Fällungsextraktionsmethoden 
 
Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten DNA-Fällungsextraktionsmethoden werden 
zunächst Proteinverunreinigungen durch Phenolextraktion aus den wässrigen DNA-Lösungen 
beseitigt. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften des Phenols reichern sich die Proteine in der 
Grenzphase von organischer und wässriger Lösung an, während die DNA in der wässrigen Phase 
verbleibt. Die anschließende Behandlung mit Präzipitationspuffer (siehe 4.3.2.1) oder Ethanol 
(siehe 4.3.2.2) bewirkte, dass die DNA dehydratisiert und gefällt werden konnte.  
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4.3.2.1 DNA-Schnellpräparationsmethode aus Vollblut 
Die DNA-Schnellpräparation aus humanem Vollblut erfolgte in drei Arbeitsschritten und zeich-
nete sich durch eine extrem schnelle Verfügbarkeit der DNA (bis 45 Minuten) aus [Gustincich 
et al., 1991]: 
 
- Für die Blut-Lyse und Denaturierung wurden in einem 2 ml Eppendorfgefäß 300 µl 
EDTA-Blut mit 600 µl Lyse-Puffer versetzt und für 5 Minuten bei 68 °C inkubiert. 
- Um Proteinverunreinigungen zu entfernen, wurde im zweiten Schritt eine Chloroform-
Extraktion durchgeführt. Hierfür wurden 900 µl Chloroform zupipettiert, die Phasen kräf-
tig durchmischt und die erhaltene obere wässrige Phase in ein frisches 2 ml Eppendorfge-
fäß überführt. 
- Die Präzipitation der DNA erfolgte durch Zugabe von 900 µl deionisiertem Wasser und 
100 µl Präzipitations-Puffer, anschließend wurden die Lösungen gut durchmischt und die 
DNA durch Zentrifugation bei 12.000 x g für 2 Minuten pelletiert und der Überstand 
verworfen. Das erhaltene DNA-Pellet wird in 300 µl 1,2 M Natriumchloridlösung re-
suspendiert und durch Zugabe von 750 µl 98 %igen Ethanol und Zentrifugation bei 
12.000 x g für 10 Minuten erneut gefällt. Der Überstand wird verworfen, das DNA-Pellet 
mit 200 µl 70 %igen Ethanol gewaschen und in 300 µl deionisiertem Wasser aufgenom-
men. Um eine vollständige Auflösung des Pellets zu gewährleisten, wird eine Inkubation 
von 10 Minuten bei 50 °C vorgenommen. 
 
 
Lyse-Puffer:   8 % (w/v) Dodecyltrimethylammoniumbromid (Sigma) 
1,5 M NaCl (Sigma) 
100 mM Tris-HCl pH 8,6 (Sigma) 
50 mM Na2EDTA (Sigma) 
 
Präzipitations-Puffer:  5 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid (Sigma) 
0,4 M NaCl (Sigma) 
 
Chloroform (Roth) 
98 % (v/v) Ethanol (Roth) 
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4.3.2.2 DNA-Präparation aus Plasma und Amnionflüssigkeit mit Hilfe der Phenol-Chloroform-
Extraktion 
Der Extraktion mit Phenol schloß sich eine zweite mit Chloroform an, die eventuell vorhandene 
Phenolreste in der DNA-Präparation beseitigen sollte, da Phenol im PCR-Versuch inhibierende 
Eigenschaften aufweist. Die quantitative Fällung mit Ethanol wurde über Nacht bei tiefer Tem-
peratur durchgeführt. Folgende Arbeitsschritte wurden befolgt: 
 
- Um Proteinverunreinigungen zu entfernen, wurde in einem 2 ml Eppendorfgefäß 750 µl 
der Probenlösung mit einem äquivalenten Volumen Phenol versetzt und solange gemischt 
bis eine homogene milchige Lösung erhalten wurde. Mit einer anschließenden Zentrifu-
gation mit 16.000 x g für fünf Minuten wurde die Mischung in zwei Phasen getrennt.  
- Von der oberen wässrigen Phase wurden 650 µl in ein frisches 2 ml Eppendorfgefäß -
überführt und eine zweite Extraktion mit 650 µl 24:1 (v/v) Chloroform-Isoamylalkohol 
durchgeführt. Anschließend wurde für fünf Minuten mit 16.000 x g zentrifugiert, um eine 
erneute Phasentrennung zu erzielen. 
- Für die DNA-Präzipitation wurden von der oberen wässrigen Phase 550 µl in ein frisches 
Eppendorfgefäß pipettiert, mit 55 µl (1:10 v/v) 3 M Natriumacetat- oder 3 M Ammoniu-
macetat-Lösung (pH 8) gemischt und mit 1.375 µl (1:2,5 v/v) 98 %igen Ethanol versetzt. 
Die Fällung erfolgte bei –22 °C über Nacht.  
- Um die in der Lösung enthaltene DNA zu pelletieren, wurde für 30 Minuten mit 
16.000 x g zentrifugiert. Anschließend konnte der Überstand vorsichtig verworfen und 
das erhaltene DNA-Pellet mit 500 µl 70 %igen Ethanol gewaschen werden. Nach Zentri-
fugation mit 16.000 x g für 15 Minuten wurde das Pellet vom Überstand getrennt und für 
ungefähr 30 Minute bei Raumtemperatur getrocknet.  
- Eine Inkubation in 50 µl AE- oder TE-Puffer für mindestens zwei Stunden bei 50 °C oder 
über Nacht bei Raumtemperatur sollte das DNA-Pellet wieder resuspendieren. 
 
TE-Puffer:   10 mM Tris-HCl pH 8,6 (Sigma) 
1 mM Na2EDTA (Sigma) 
Phenol (Roth) 
Chloroform (Roth) 
Isoamylalkohol (Sigma) 
98 % (v/v) Ethanol (Roth) 
Natriumacetat (Sigma) 
Ammoniumacetat (Sigma) 
AE-Puffer (Qiagen) 
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4.3.2.3 Variationen der Phenol-Chloroform-Extraktion zur DNA-Präparation aus Blutplasma 
Bei der Anwendung der Phenol-Chloroform-Extraktion auf Vollblutproben wurden den unter 
4.3.2.2 beschriebenen Arbeitsschritten ein Verdau mit Proteinase K voran gestellt. Hierfür wur-
den 375 µl Blut 1:1 mit SDS-Lösung gemischt und mit ca. 50 µg/ml Proteinase K versetzt. Die 
Inkubation erfolgte bei 50 °C über Nacht.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Veränderungen der oben beschriebenen Phenol-
Chloroform-Extraktion (siehe 4.3.2.2) bei der Anwendung auf Blutplasma durchgeführt, um die 
Quantität und Qualität der DNA für den Einsatz in der PCR zu optimieren: 
 
- Vor der Phenol-Extraktion wurde die Probelösung 1:1 mit einer 10 %igen SDS-Lösung 
(Sigma) verdünnt und über Nacht mit 50 µg/ml Proteinase K (20 mg/ml, Sigma) inku-
biert. 
- Anstelle von Phenol wurde eine Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol 
(25:24:1 v/v/v) zur Extraktion eingesetzt. 
- Die Phenol-Extraktion wurde zweimal hintereinander durchgeführt. 
- Die Phenol-Extraktion wurde mit einer vorgewärmten Phenol-Lösung für 10 Minuten bei 
65 °C vorgenommen. 
- Die Präzipitation der DNA erfolgte unter Zugabe von 20 µg Glykogen (20 mg/ml, Sig-
ma) auf 550µl Probevolumen. 
- Die für die Präzipitation vorgesehene Probelösung wurde von 550 µl auf 645 µl erhöht, 
und 1290 µl (1:2 v/v) Ethanol zur Fällung eingesetzt. 
- Die DNA-Lösung wurde für eine Stunde einer Tropfendialyse in TE-Puffer unterworfen. 
- Die DNA-Lösung sollte durch Anwendung eines Zentrifugalfilters aufkonzentriert wer-
den. 
 
Die ausgeführten Extraktionen mit organischen Lösungsmitteln wurden stets im Verhältnis 1:1 
ausgeführt. Um den Verlust von Probelösung zu vermeiden, wurde ein im Vergleich zum fol-
genden Schritt größeres Volumen gewählt. Aufgrund der zur Verfügung stehenden Tischzentri-
fuge konnten die bei der Phenol-Chloroform-Methode erforderlichen Zentrifugationsschritte nur 
in 2 ml Eppendorfgefäßen vorgenommen werden. 
 
TE-Puffer:  10 mM Tris-HCl pH 8,6 (Sigma) 
1 mM Na2EDTA (Sigma) 
 
Tropfendialysefilter: Filtertyp 0,025 µm, weiß VSWP 13 mm (Millipore Corporations) 
Zentrifugalfilter: Microcon® YM-100 (Amicon Bioseparations) 
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4.4 Quantifizierung von DNA 
 
4.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA 
Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung von DNA wird die optische Dichte (OD) 
von verdünnten DNA-Lösungen bei 260 nm gemessen, da das Absorptionsspektrum von dop-
pelsträngiger DNA ein Maximum bei dieser Wellenlänge aufweist. Bei doppelsträngiger DNA 
wird bei einer OD260 = 1,0 eine DNA-Konzentration von 50 µg/ml zugrunde gelegt [Sambrook 
et  al., 1989].  
 
 
Formel:   c = OD260 × k / (ε × d) 
 
c = Konzentration in mM/l 
k = Verdünnungsfaktor 
ε = Extinktionskoeffizient in mM-1cm-1 
d = Küvettenschichtdicke in cm 
 
 
Ein weiteres Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 280 nm, deutet auf die Anwesen-
heit von Proteinen in der Lösung hin. Der Quotient der Absorptionskoeffizienten, die bei 260 nm 
und 280 nm gemessen wurden, gab Aufschluss über die Reinheit einer DNA-Präparation. Bei 
reinen DNA-Lösungen liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2. Niedrigere Werte sind ein Hinweis 
auf Verunreinigungen durch Proteine, höhere Werte hingegen können ein Anzeichen für die 
Anwesenheit von RNA sein oder deuten darauf hin, dass die DNA denaturiert ist. 
Die spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung der DNA-Lösungen wurde in 
Kunststoffküvetten mit dem Bio-Photometer (Eppendorf) durchgeführt. Hierfür wurden die Pro-
ben in der Regel 10-fach mit dem Puffer verdünnt, der bei ihrer Extraktion (siehe 4.3) als Eluti-
onspuffer diente (AE- oder TE-Puffer). Vor der Messung wurde ein „Blindabgleich“ mit dem zur 
Verdünnung eingesetzten Puffer durchgeführt.  
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4.4.2 PicoGreen®-Assay zur Quantifizierung von doppelsträngiger DNA 
 
Das PicoGreen® Reagenz ist ein hoch sensitiver Fluoreszenzfarbstoff, der für die Quantifizie-
rung von doppelsträngiger DNA in Lösung entwickelt wurde. Ähnlich dem Farbstoff Ethidi-
umbromid interkaliert es in die doppelsträngige DNA-Struktur. Nachdem eine Anregung mit 
Licht von der Wellenlänge 480 nm erfolgt, kann eine Fluoreszenz-Emission der Wellenlänge 
520 nm gemessen werden, deren Intensität proportional zu der vorhandenen Menge DNA ist. Die 
Quantifizierung unbekannter DNA-Lösungen erfolgt durch Abgleich mit einer DNA-
Verdünnungsreihe bekannter Konzentration mittels Linearer Regression. Der Hersteller gibt eine 
Detektionsgrenze von 250 pg/ml dsDNA für das PicoGreen® Reagenz an, wobei die bei der 
DNA-Extaktion anfallenden Verunreinigungen, wie ssDNA, RNA, Salze, Ethanol, Chloroform 
und Proteine, das Ergebnis nicht beeinflussen sollen. 
Die Probenvorbereitung erfolgt in schwarzen Reaktionsbehältern. Es werden 5 µl der zu untersu-
chenden DNA-Lösung vorgelegt und mit 95 µl 1x TE-Puffer versetzt. Anschließend werden 
100 µl 1x PicoGreen® Reagenz-Lösung zupipettiert. Um eine homogene Inkubationszeit für die 
einzelnen Proben zu gewährleisten, werden der TE-Puffer und die PicoGreen® Reagenz-Lösung 
zügig mit einer 8-fachen Multipipette zugegeben. 
Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wird die Messung im Fluoreszenzmeßgerät 
gestartet. Die Messung erfolgt mit dem Einstellungsmodus für Fluoreszein (Anregung 485 nm, 
Emission 535 nm), von oben, mit einer manuell eingestellten Verstärkung von 70 Prozent, einer 
Anzahl von 10 Lichtblitzen und einem vorgelagerten Schüttelvorgang von 10 Sekunden im orbi-
talen Modus. Die einzelnen Konzentrationen der bekannten DNA-Verdünnungsreihe wurden in 
der Regel als Doppelbstimmung analysiert und die Fluoreszenzmessung dreimal hintereinander 
vorgenommen. Die anschließende Berechnung wurde mit den erhaltenen Durchschnittswerten 
für die Fluoreszenzintensität vorgenommen. 
 
Fluoreszenzmeßgerät: Spectra Fluor Plus (Tecan) 
 
Probenbehälter: Schwarze FluoroNunc™ Module, gerahmt, polysorp Oberfläche 
(Nunc) 
 
Reagentien:   P-7589 PicoGreen®dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes) 
Inhalt: 20x TE-Puffer 
200x PicoGreen®dsDNA Reagenz 
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4.4.3 Quantitative Echtzeit-PCR (Real-Time PCR) 
 
Bei der Echtzeit-PCR (siehe 4.7) wird die Zunahme eines Fluoreszenzsignals, welche proportio-
nal zur PCR-Produktbildung abläuft, in Abhängigkeit der Zyklenzahl beobachtet [Heid et al., 
1996; Freeman et al., 1999; Halford, 1999; Bustin, 2000]. Der Schwellenwert-PCR-Zyklus, oder 
auch threshold cycle (Ct), wird dem Reaktionszeitpunkt zugeordnet, bei dem sich das Fluores-
zenzsignal signifikant von der Hintergrundfluoreszenz abhebt (siehe 4.7.4) und die PCR-
Produktbildung exponentiell verläuft. Er korreliert mit der Anfangskopienzahl der zu vermeh-
renden DNA-Sequenz. Auf diese Weise lassen sich DNA-Proben anhand des Vergleichs mit 
einer DNA-Verdünnungsreihe relativ quantifizieren. Trägt man den Ct-Wert gegen den Loga-
rithmus der Anzahl von Anfangskopien auf, erhält man eine Gerade, aus deren Steigung die Ef-
fizienz der PCR-Reaktion zu berechnen ist. Diese lineare Beziehung besteht über einen dynami-
schen Bereich von bis zu sechs Größenordnungen. 
 
Formel:   η = [10 (-1 / r)] – 1 
 
η = Effizienz der Amplifikationsreaktion (Werte von 0 bis 1) 
r  = Geradensteigung    
 
Die Geradensteigung von –3,32 weist auf eine 100 %ige Effizienz beim Ablauf der PCR-
Reaktion hin (siehe Abb. 4.6). 
 
 
Abbildung 4.6: Lineare Beziehung zwischen dem Ct-Wert und dem logarithmischen Wert für die 
Anzahl von Anfangskopien für eine theoretische Amplifikationsreaktion mit 100 %iger Effizienz. 
Anfangskopien log (Anfangskopien) Ct-Wert
10 1,00 38
20 1,30 37
40 1,60 36
80 1,90 35
160 2,20 34
320 2,51 33
640 2,81 32
1280 3,11 31
2560 3,41 30
5120 3,71 29
10240 4,01 28
20480 4,31 27
40960 4,61 26
81920 4,91 25
163840 5,21 24
327680 5,52 23
655360 5,82 22
1310720 6,12 21
2621440 6,42 20
5242880 6,72 19
10485760 7,02 18
Geradengleichung: y = -3,3219x + 41,322
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Die Anzahl DNA-Startkopien in der zu untersuchenden DNA-Probe kann aus dem für sie ermit-
telten Ct-Wert mit Hilfe der linearen Regression aus der Standardkurve abgeleitet werden. Die 
Software, des für die Echtzeit-PCR-Versuche verwendeten iCycler™ iQ Detektionssystems 
(Bio-Rad, siehe 4.7.3), beinhaltet ein Quantifizierungsprogramm, welches das Erstellen der 
Standardgeraden und die Konzentrationsbestimmung unbekannter DNA-Proben für die vorlie-
gende Arbeit automatisch durchführte. 
 
4.4.4 Quantitative Fluoreszenz-PCR (QF-PCR) 
 
Bei der quantitativen Fluoreszenz-PCR werden fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte mit einem 
automatischen DNA-Scanner laserdensitometrisch analysiert (siehe 4.5.3). Es handelt sich um 
eine relative Quantifizierungsmethode, da ein Vergleich zwischen zwei PCR-Produkten, die pa-
rallel in einem PCR-Versuch (siehe 4.6) amplifiziert werden, gezogen wird. Einer der beiden, für 
die Generierung eines Produktes notwendigen Primer ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar-
kiert. Um einen aussagekräftigen quantitativen Vergleich zwischen zwei nebeneinander amplifi-
zierten PCR-Produkten treffen zu können, sollten beide PCR-Reaktionen mit gleicher Effizienz 
(siehe 4.4.3) ablaufen und die Reaktionsprodukte zum Zeitpunkt der exponentiellen Produk-
tamplifikation analysiert werden (siehe 4.7.4). 
 
 
4.5 Gelelektrophoresetechniken 
 
Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Moleküle in einer Matrix, die einem elektrischen Feld 
ausgesetzt wird, nach Ladung und Masse aufgetrennt. Die Laufgeschwindigkeit der DNA-
Fragmente ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus der Basenanzahl und proportional 
zur Porengröße der verwendeten Gelmatrix. 
4.5.1 Agarose-Gelelektophorese 
 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Standardmethode zur qualitativen und präparativen Auf-
trennung kurzer einzelsträngiger sowie doppelsträngiger Nukleinsäurefragmente [Sambrock 
et al., 1989]. Eine aus Polyzuckern gebildete, gallertartig erstarrte wäßrige Matrix kann, im Ge-
gensatz zum Polyacrylamid-Gel, in verschiedenen Konzentrationen und Formen in offenen Hori-
zontalelektrophoresekammern hergestellt und eingesetzt werden.  
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Die in der vorliegenden Arbeit zu untersuchenden PCR-Produktgrößen lagen zwischen 70 und 
450 Bp. Zur Darstellung dieser DNA-Fragmentgrößen wurden 4 %ige NuSieve-Gele verwendet, 
die vom Hersteller für DNA-Fragmente, die kleiner als 500 bp sind, empfohlen werden. Es wur-
den hierfür 4 g NuSieve™-(1:3)-Agarose (Bio Whittaker Molecular Applications) in ca. 90 ml 
deionisiertem Wasser suspendiert, mit 2 ml 50x TAE-Puffer versetzt, in einem Mikrowellengerät 
zum Sieden erhitzt und einige Minuten bis zum Aufklären gekocht. Nach Zugabe von 10 µl -
Ethidiumbromidlösung (Konzentration 10 mg/ml, Sigma) und deionisiertem Wasser auf ein Vo-
lumen von 100 ml wurde die Mischung zur Homogenisierung erneut kurz aufgekocht. Nach Ab-
kühlung auf ca. 85 °C wurde die Agaroselösung auf Glasplatten mit waagerechter Ausrichtung 
und senkrechtem Probenkamm bis auf eine Schichtdicke von ungefähr 5 mm gegossen. Nach-
dem das Gel innerhalb von 20 Minuten erstarrt war, wurde der Probenkamm gezogen und das 
fertige Gel in einer Elektrophoresekammer (CTI GmbH) mit Elektrophoresepuffer überschichtet. 
Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden mit 1/6 V 6x Probenpuffer gemischt, in die Gelt-
aschen pipettiert und bei ungefähr 10 V/cm elektrophoretisiert. Das in die DNA interkalierte 
Ethidiumbromid wurde auf einem Transilluminator bei 302 nm zur Fluoreszenz angeregt und 
somit die DNA-Bandenposition sichtbar gemacht. Die Gele wurden mit einer Digital-Kamera 
fotografiert und die erhaltenen Bilder mit Hilfe einer speziellen Software (Kodak Electrophoresis 
Documentation and Analysis System 120) bearbeitet und als Negativ-Aufnahmen gespeichert. 
 
 
50x TAE-Puffer:    2 M Tris-Acetat, pH 8,0 (Sigma) 
2 M Essigsäure 100 % (Merck) 
500 mM Na2EDTA (Sigma) 
 
Elektrophoresepuffer :  1x TAE-Puffer 
75 µg / 1000 ml Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma) 
 
6x Probenpuffer :   40 % (w/v) Sucrose (Sigma) 
100 mM Na2EDTA (Sigma) 
0,25 % (w/v) Xylencyanol (Serva) 
0,25 % (w/v) Bromphenolblau (Sigma) 
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4.5.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
 
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet als festes Trägermaterial ein Polyacrylamid-
Gel mit N,N’-Methylenbisacrylamid als Vernetzungsreagenz. Durch Variation der Acrylamid-
konzentration lässt sich die Porengröße des Gels festlegen. Die Polymerisation des Acrylamids 
wird radikalisch mit Ammoniumpersulfat (APS) gestartet. Für die Dokumentation der Qualität 
von Plasma-DNA wurde die Trenngeldichte mit einem Gehalt von 5 % Acrylamid festgelegt. 
Hierfür wurden 1,66 ml 30 %ige Acrylamidlösung (mit 0,8 % N,N’-Methylenbisacrylamid) mit 
1 ml 10x TBE-Puffer, 7 µl N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 7,27 ml deioni-
siertem Wasser gemischt. Nach Zugabe von 70 µl 10 %iger Ammoniumpersulfatlösung wurde 
die gut durchmischte Lösung luftblasenfrei zwischen zwei durch sogenannte Spacer getrennte 
und mit einer Silikondichtung versehene Glasplatte (10 cm x 8,5 cm) eingegossen. Die Ausbil-
dung der späteren Geltaschen erfolgte durch einen eingesetzten Teflonkamm. Innerhalb von 
30 Minuten polymerisierte das Gel aus und wurde in eine Elektrophoreseapparatur (Technische 
Werkstatt Universität Bielefeld) eingespannt, wobei die obere und untere Kante jeweils blasen-
frei mit 1x TBE-Puffer in Kontakt standen. Die Geltaschen wurden sorgfältig mit 1x TBE-Puffer 
ausgespült und jeweils 20 µl Probenlösung, die mit 5 µl Ladepuffer versetzt war, einpipettiert. 
Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstärke von 40 mA bei 250 V für ca. 90 Minuten. 
 
 
10x TBE-Puffer:  0,89 M Tris-HCL pH 8,0 (Sigma) 
0,89 M Borsäure (Merck) 
    2 mM Na2EDTA (Sigma) 
 
6x DNA-Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau (Sigma)     
    0,25% Xylencyanol (Serva) 
    30% Glycerin (Merck) 
    in ddH2O 
 
Polyacrylamid (Roth) 
N,N’-Methylenbisacrylamid (Roth) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Serva) 
Ammoniumpersulfat (Sigma) 
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4.5.2.1 Silberfärbung  
Um die bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar zu 
machen, wurde die Methode der Silberfärbung [Blum et al., 1987] angewendet. Im Vergleich zur 
einfachen Färbung mit Ethidiumbromid und Detektion der erhaltenen Banden auf dem Transil-
luminator durch die entsprechenden Fluoreszenzsignale, zeichnet sich die Silberfärbemethode 
für Polyacrylamid-Gele durch ihre hohe Detektionssensitivität aus.  
Zunächst wurden die DNA-Banden im Gel fixiert, dann erfolgte eine Sensibilisierung, bei der 
das in Spuren eingelagerte Thiosulfat den Kontrast der späteren Färbung verstärken sollte. Der 
nächste Arbeitsschritt diente dazu, Silbernitrat an die DNA anzulagern, das beim anschließenden 
Entwicklungsprozeß durch Formaldehyd im alkalischen Milieu zu elementarem Silber reduziert 
wurde. Nachdem die DNA-Banden sichtbar waren, erfolgte das Abstoppen der Reaktion. In der 
nachfolgenden Tabelle 4.3 wird eine Auflistung der durchgeführten Arbeitsschritte vorgenom-
men. Die Dokumentation der erhaltenen Polyacrylamid-Gelansicht wurde mit Hilfe eines Flach-
bildscanners durchgeführt. 
 
 
Arbeitsschritte Lösungen Inkubationszeiten 
1.) Fixieren 
50 % (v/v) Methanol (Roth) 
12 % (v/v) Essigsäure 100 % (Merck) 
0,02 % (v/v) Formaldehyd (Sigma) 
15 Min 
50 % (v/v) Ethanol 98 % (Roth) dreimal 10 Min 
2.) Sensibilisieren 
0,02 % (w/v) Na2S2O3 • 5 H2O (Sigma) 1 Min 
3.) Waschen deionisiertes Wasser dreimal 20 Sek 
4.) Färben 
0,2 % (w/v) AgNO3 (Merck) 
0,05 % (v/v) Formaldehyd (Sigma) 
15 Min 
5.) Waschen deionisiertes Wasser 20 Sek 
6.) Entwickeln 
6 % (w/v) Na2CO3 (Sigma) 
0,02 % (v/v) Formaldehyd (Sigma) 
0,0004 % (w/v) Na2S2O3 • 5 H2O (Sigma) 
Bis zur Sichtbarkeit  
der DNA-Banden 
7.) Stoppen 
50 % (v/v) Methanol (Roth) 
12 % (v/v) Essigsäure 100 % (Merck) 
 
 
Tabelle 4.3: Arbeitsschritte.der Silberfärbung von Polyacrylamid-Gelen zur Sichtbarmachung von 
DNA-Banden. 
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4.5.3 Kapillarelektrophorese 
 
Die Kapillarelelektrophorese ermöglicht die Automatisierung der elektrophoretischen Trennme-
thode und bietet gleichzeitig die Möglichkeit die aufgetrennten DNA-Fragmente zu quantifizie-
ren (Abschnitt 1.4.4). Die Hauptelemente der Kapillarelektrophorese sind zwei Puffergefäße, 
eine mit ihren Enden in die Puffergefäße tauchende Kapillare, eine Hochspannungsquelle, die 
über zwei Platin-Elektroden mit den beiden Puffergefäßen verbunden ist, ein Detektor und ein 
System zur Datenerfassung (siehe Abb. 4.6). 
 
           Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der Kapillarelektrophoreseapparatur. 
 
Mit Hilfe des ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems) wurden PCR-
Produkte kapillarelektrophoretisch untersucht. Die Probenaufnahme, sowie Elektrophorese und 
Datenerfassung erfolgen nach Auswahl eines entsprechenden Programmes beim ABI PRISM™ 
310 Genetic Analyzer automatisch. Für die Untersuchung wurden in einem 0,5 ml Probenbehäl-
ter jeweils 2 µl PCR-Reaktionslösung mit 14 µl Formamid (Sigma) und 0,25 µl Gene-
Scan® TAMRA 500 Längenstandard (PE Applied Biosystems) gemischt. Das Formamid diente 
neben dem Zweck der Probenverdünnung noch dazu, doppelsträngige DNA in einzelsträngiger 
Form zu konservieren. Durch Anlegen einer fünfsekündigen Injektionsspannung (15 kV) wurde 
ein ausreichendes Probenvolumen in die Kapillare mit 50 µm Innendurchmesser überführt, die 
mit dem Gel-Polymer POP™-4 (PE Applied Biosystems) gefüllt war. Die anschließende -
Elektrophorese wurde bei einer Arbeitsspannung von 15 kV für einen Zeitraum von ungefähr 
18 Minuten je Probe durchgeführt, wobei die Kapillare auf konstante 60 °C erwärmt wurde. 
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Die im Gel-Polymer elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente erreichen nach etwa 
36 cm das Detektionsfenster der Kapillare. Ein 10 mWatt Argonion-Laser regt hier die an die 
DNA-Fragmente gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe mit Lichtenergie der Wellenlänge 488 nm 
und 514 nm an. Die von den Farbstoffen emittierte Fluoreszenzstrahlung (z.B. Fluoreszein = 
520 nm, TAMRA = 583 nm) wird von einem Prisma auf einen CCD-Sensor gelenkt. Dem Dis-
persionsprinzip folgend, bewirken die den unterschiedlichen Wellenlängen zuzuordnenden 
Brechzahlen, dass die Emissionsstrahlung der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe auf ver-
schiedenen Positionen des CCD-Sensors treffen. Je größer die Wellenlänge ist, umso kleiner ist 
die Brechzahl und der damit verbundene Austrittswinkel. Die Intensitäten der Fluoreszenzemis-
sionen werden als Funktionen der Zeit, als sogenanntes Elektropherogramm, aufgezeichnet. Die 
im Elektropherogramm abgebildeten Peaks können jeweils einem PCR-Produkt zugeordnet wer-
den. Die Auswertung der erhaltenen Rohdaten erfolgt mit der Software ABI PRISM GeneScan® 
Analysis (PE Applied Biosystems). Die Größen der DNA-Fragmente können im Vergleich mit 
dem internen Längenstandard bestimmt werden. Die den einzelnen Peaks zuzuordnenden Integ-
rale sind proportional der Menge des entsprechenden DNA-Fragments. 
 
4.6 DNA-Amplifikation mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Bis Mitte der 80er Jahre war es lediglich mittels Klonierungs- und Transformationstechnik mög-
lich, gewünschte DNA-Abschnitte anzureichern. Die bahnbrechende Weiterentwicklung stellte 
die von Saiki et al. [1985] vorgestellte Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dar. Die 
PCR beruht auf einer vielfachen Wiederholung einer aus drei Teilschritten bestehenden Reaktion 
[Mullis, 1986; Mullis & Faloona, 1987]. In einem ersten Denaturierungsschritt wird die Aus-
gangs-DNA (Matrize) durch Hitzeeinwirkung einzelsträngig gemacht. Der zweite Schritt besteht 
aus dem Hybridisieren (Annealing) von im Überschuß zugegebenen kurzen Oligonukleotiden 
(Primern), deren Position auf verschiedenen Strängen der zu amplifizierenden DNA so angeord-
net ist, dass ihre 3´-OH-Enden in Richtung auf die Position des jeweils anderen Primer zeigen. 
Diese Positionierung stellt sicher, dass die im dritten Reaktionsschritt vorgenommene Gegen-
strangsynthese nach erneuter Denaturierung (erster Schritt des folgenden Zyklus) zusätzliche 
einzelsträngige Matrizen-DNA (Amplikon oder Template) für nachfolgende Reaktionszyklen 
schafft. Große praktische Bedeutung hat dieses Verfahren nach der Identifikation einer hitzesta-
bilen Taq-DNA-Polymerase erhalten [Saiki et al., 1988], die weit mehr als die benötigten 
40 Zyklen der häufig bei Temperaturen bis zu 96° C durchgeführten Denaturierungen widerste-
hen kann. 
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4.6.1 Allel-spezifische PCR 
 
Der Entwurf der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Allel-spezifischen Primer basiert auf 
einem von Rust und Kollegen beschriebenem Verfahren der mutagenetisch separierenden PCR 
(MS-PCR). Die MS-PCR wurde als Untersuchungsmethode für die Diagnostik von Punktmutati-
onen entwickelt, wobei Mutant- und Wildtyp-Allel parallel im selben Reaktionsgefäß amplifi-
ziert werden [Rust et al., 1993]. In der PCR-Reaktion werden drei Primer eingesetzt: Zwei Allel-
spezifische Primer, die von der die Punktmutation enthaltenen DNA-Sequenz abgeleitet werden, 
und ein Gegen-Primer, dessen Basenabfolge auf der Struktur des Gegenstranges basiert. Die 
Allel-spezifischen Primer weisen einen Längenunterschied von ca. 20 Basenpaaren auf, um die 
PCR-Produkte bei der Elektrophorese im Agarose-Gel sichtbar voneinander zu trennen. Zur 
Vermeidung von Kreuzkontaminationen, sind zusätzlich gezielt Mutationen eingebaut. Analog 
der ARMS-PCR (amplification refractory mutation system) wird das 3’-Ende der Allel-
selektiven Primer auf die Position der Punktmutation in der Matrize gelegt. Der kürzere Primer 
enthält eine Fehlpaarung für eine der drei Basen, die neben dem 3’-Ende liegen. In der gleichen 
Region, nicht aber auf derselben Position, erhält auch der längere Primer eine Fehlpaarung. Au-
ßerdem werden beim längeren Primer zusätzlich zwei bis drei Fehlpaarungen an der Position, 
die dem 5’-Ende des kürzeren Primers entspricht, eingebaut. Die nach dem MS-PCR Prinzip 
konzipierten Primer ermöglichen eine sehr spezifische Amplifikation eines Allels auch bei Über-
repräsentation des anderen Allels in der PCR-Reaktions-Mischung. 
 
4.6.2 Methoden zur Optimierung der PCR 
 
4.6.2.1 Gradienten-PCR 
Die geeignete Hybridisierungstemperatur für die Primer-Paare wurde mit Hilfe einer Gradien-
ten-PCR bestimmt. Hierbei werden identische PCR-Reaktionsansätze unter verschiedenen 
Hybridisierungstemperaturen getestet. Das verwendete PCR-Gerät, iCycler™ (Bio-Rad), ermög-
licht parallel acht verschiedene Hybridisierungstemperaturen über einen Bereich von maximal 
25 °C auch im Echtzeit-PCR-Versuch (siehe 4.7) zu testen. Die Auswertung der Gradienten-PCR 
erfolgte bei nicht-fluoreszenzmarkierten Primern allein durch Vergleich der bei der Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 4.5.1) erhaltenen DNA-Bandenstärke und –verteilung. Bei Experimen-
ten mit TaqMan®-Sonden (siehe 4.7.1) oder Beacon-Primern (siehe 1.7.2) konnte zusätzlich ein 
Vergleich der erhaltenen Ct-Werte vorgenommen werden (siehe 4.4.2.1). 
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4.6.2.2 Heißstart (Hot Start) -PCR 
Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten PCR-Reaktionen wurden durch einen 
Heißstart eingeleitet. Das Charakteristikum dieser Methode ist, dass eine oder mehrere wichtige 
Reaktionskomponenten der PCR erst nach der Denaturierung der Matrize zugegeben werden 
[D’Aquila et al., 1991; Ruano et al., 1992; Chou et al., 1992]. Hintergrund dieser Reaktionsfüh-
rung ist die nicht unbedeutende Polymeraseaktivität der thermostabilen Taq-DNA-Polymerase 
bei Raumtemperatur. Die optimale Temperatur für die Enzymaktivität der Polymerase liegt bei 
72 °C. Nach Zugabe aller für die PCR wichtigen Komponenten bei Raumtemperatur liegt eine 
sehr hohe Konzentration an Oligonukleotiden sowie DNA-Polymeraseaktivität und die dafür 
notwendigen Substrate vor. Temperaturen unterhalb der theoretischen Schmelztemperatur der 
Oligonukleotide begünstigen das zufällige und unvollständige Hybridisieren untereinander (Di-
merisierung) und mit genomischer DNA. Kurze aber exakt hybridisierte 3’-Enden der Oligo-
nukleotide können der Taq-DNA-Polymerase als Substrat dienen und bei +22 °C um ein Nukleo-
tid in 4 Sekunden verlängert werden [Innis et al., 1988]. Die entstehenden Zufallsprodukte kön-
nen an der exponentiellen Amplifikation der PCR teilnehmen und bei ungünstigen Vorausset-
zungen die Amplifikationsrate des gewünschten Produktes unterdrücken oder verhindern. Ein 
Heißstart der PCR-Reaktion, bzw. die damit verbundene vollständige Denaturierung der beteilig-
ten DNA-Reaktionspartner bei Temperaturen oberhalb +85 °C, verhindert die Bildung unspezifi-
scher Hybridisierungsprodukte. 
Der Heißstart für die PCR-Versuche wurde auf zwei unterschiedliche Methoden durchgeführt. 
Bei der manuellen Methode wurde zunächst der unvollständige PCR-Reaktionsansatz (Primer, 
Eurogentec oder Operon; dNTPs, Finnzymes; MgCl2, Sigma; ddH2O; DNA-Lsg.) im PCR-
Reaktionsgefäß auf 95 °C erhitzt und erst bei dieser Temperatur die mit 10x PCR-Puffer 
(HT Biotechnology LTD) versetzte Taq-DNA-Polymerase zupipettiert (Super Taq, HT Biotech-
nology LTD). Bei der zweiten Heißstartvariante wurde ein monoklonaler Antikörper 
(TaqStart™, Clontech), der spezifisch am aktiven Zentrum der Taq-DNA-Polymerase bindet, der 
PCR-Reaktionsmischung zugegeben (1:1 v/v TaqStart™ : Taq-DNA-Polymerase). Dieser Anti-
körper blockiert zunächst die Polymeraseaktivität bei Raumtemperatur, dissoziiert und denatu-
riert dann irreversibel beim Aufheizen im ersten Denaturierungsschritt des Thermozyklus. In der 
folgenden Tabelle 4.3 werden Beispiele für Reaktionsmischungen aufgeführt, die in den PCR-
Versuchen der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden. 
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PCR-
Versuchstyp 
Primer 
[nM] 
TaqMan® 
[nM] 
dNTPs 
[µM] 
10x PCR-Puffer 
(v/v) 
MgCl2 
[mM] 
Taq-Polymerase-
Antikörper [Unit] 
DNA-Lsg. 
(v/v) 
TaqMan® je 200 100 200 1:10 2,5 1 1:10 
Beacon-Primer je 150  100 1:10 1,5 0,5 1:10 
 
Tabelle 4.4: Zusammensetzung verschiedener Echtzeit-PCR-Reaktionsmischungen (Gesamtvolumen: 25 µl). 
 
4.6.2.3 Touchdown-PCR 
Die Bezeichnung Touchdown-PCR [Don et al., 1991] steht für die kontinuierliche Erniedrigung 
der Temperatur während der Hybridisierungsphase (Annealing) einer PCR. Die Anfangstempera-
tur für die Hybridisierungsphase liegt dabei über der Schmelztemperatur der verwendeten Primer 
und wird langsam bis auf eine Temperatur unter der Primer-Schmelztemperatur gesengt. Die 
Primer hybridisieren hierbei spezifisch an ihre korrekte Zielsequenz, bevor unspezifische Hybri-
disierungsvorgänge bei eventuell zu niedrig gewählter Temperatur statt finden können. Mit die-
ser Methode wird zum einen die PCR-Spezifität erhöht, zum anderen erzielt man eine maximale 
Ausbeute durch gesteigerte Zyklenzahl. 
Bei den für die vorliegende Arbeit entwickelten Touchdown-PCR-Protokollen wurde über eine 
gewisse Anzahl von Zyklen zunächst die Hybridisierungstemperatur gesengt (erste PCR-Phase) 
und anschließend innerhalb der restlichen Zyklen die PCR-Reaktion mit der niedrigsten Hybridi-
sierungstemperatur abgeschlossen (zweite PCR-Phase). In Tabelle 4.5 wird ein typisches Touch-
down-PCR-Programm aufgeführt. 
 
Denaturierung Hybridisierung Amplifikation 
Zyklen-
Wdh. 
PCR-Phase 
5 min., 95 °C -- -- -- initiale Denaturierung 
30 sek., 95 °C 20 sek., 64 °C 15 sek., 72 °C 2 
30 sek., 95 °C 20 sek., 63 °C 15 sek., 72 °C 3 
30 sek., 95 °C 20 sek., 62 °C 15 sek., 72 °C 4 
30 sek., 95 °C 20 sek., 61 °C 15 sek., 72 °C 5 
30 sek., 95 °C 30 sek., 60 °C 20 sek., 72 °C 6 
erste PCR-Phase 
 
30 sek., 95 °C 30 sek., 58 °C 30 sek., 72 °C 20 zweite PCR-Phase 
-- -- 3 min., 72 °C -- terminale Amplifikation 
-- -- unendlich, 4 °C -- Lagerung 
 
Tabelle 4.5: Touchdown-PCR-Profil für die RHD/RHCE-MS-PCR mit den Primern MS-Dex7, 
MS-CEex7, RH-com im GeneAmp 2400 (Perkin Elmer). 
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4.6.3 Vermeidung von Kontaminationen 
Mit Hilfe der PCR-Methode kann die Kopienzahl einer spezifischen Genomsequenz einer DNA-
Probe extrem erhöht werden, allerdings besteht auch eine große Gefahr, dass falsch positive Sig-
nale aufgrund von Kontaminationen erzielt werden. Neben der Erzeugung falsch positiver Signa-
le durch Kontamination der zu untersuchenden DNA-Probe mit fremder Proben-DNA ist eine 
Verschleppung von bereits amplifiziertem DNA-Material eine der Hauptursache für die Erzeu-
gung falscher Ergebnisse. Die hohe Anzahl von etwa 1013 Kopien der Zielsequenz pro Milliliter 
PCR-Reaktionslösung nach erfolgter PCR-Amplifikation bedingt, dass schon minimale Produkt-
übertragungen ein erhebliches Risiko für nachfolgende Reaktionen darstellen [Kwok & Higuchi, 
1989]. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die extrem niedrig konzentrierte fötale 
DNA im mütterlichen Plasma zu detektieren. Der Nachweis von nur wenigen DNA-Molekülen 
erfordert große Sorgfalt in der Handhabung der PCR-Methode, deshalb wurden folgende Grund-
regeln [Kwok & Higuchi, 1989] zur Vermeidung von Kontaminationen befolgt: 
 
- Eine strikte räumliche Trennung der Arbeitsplätze für die PCR-Vorbereitung und Hand-
habung der erhaltenen PCR-Reaktionslösungen wurde eingehalten. 
- Das Belüftungssystem der Laborräume gewährleistete einen kontinuierlichen laminaren 
Luftstrom zur Vermeidung von Kontaminationen durch DNA-Aerosolverbreitung am 
Arbeitsplatz für die PCR-Vorbereitung. 
- Die Gebrauchslösungen zum Ansetzen der PCR-Reaktion wurden aliquotiert und im 
Raum für die PCR-Vorbereitung aufbewahrt. 
- Das Ansetzen der PCR-Reaktionen erfolgte unter der Sterilbank an einem eigenen Ar-
beitsplatz und mit Pipetten, auf die kein anderer Labormitarbeiter Zugriff hatte. 
- Beim Ansetzen der PCR-Reaktionen wurden Einwegschutzhandschuhe getragen, sowie 
sterile Reaktionsgefäße und für Aerosole undurchlässige Einwegpipettenspitzen verwen-
det. 
- Bei jedem PCR-Versuch wurde eine „Blindprobe“ ohne Proben-DNA parallel untersucht, 
um eventuelle Kontaminationen der Gebrauchslösungen zu detektieren.  
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4.7 Echtzeit-PCR (Real-Time PCR) 
 
Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion gewinnt im Bereich der Diagnostik, z.B. bei Virus-
erkrankungen oder bei Mutationsanalysen zunehmend Bedeutung [Roth et al., 1999; Hessner 
et al., 1999]. Neben dem rein qualitativen Nachweis der DNA-Produkte wird immer mehr der 
Anspruch erhoben, ebenfalls eine Aussage zur Ausgangs-DNA-Menge zu machen. Die dazu 
notwendige densitometrische Auswertung des PCR-Testergebnisses ist sehr arbeits- und zeit-
aufwendig. Dies gilt insbesondere dann, wenn, wie aus Gründen der wirtschaftlichen Rentabilität 
erforderlich, eine große Probenanzahl gleichzeitig analysiert werden soll. Die Bearbeitung einer 
hohen Probenanzahl erhöht außerdem die Gefahr der Kreuzkontamination für den PCR-Test. 
Durch Anwendung der Anfang der 90er Jahre entwickelten Echtzeit-PCR kann auf die nachträg-
liche Analyse der PCR-Produkte verzichtet werden. Die PCR-Amplifikation wird anhand eines 
Fluoreszenzanstiegs, der proportional zur Produktbildung verläuft, in Echtzeit beobachtet. Die 
PCR-Reaktionsgefäße müssen nach dem Versuch nicht mehr geöffnet werden, so dass die Ge-
fahr von Kontaminationen durch Probenverschleppung ebenfalls gebannt wird. Der Vergleich 
mit einer parallel untersuchten DNA-Verdünnungsreihe ermöglicht außerdem eine quantitative 
Abschätzung über die DNA-Ausgangsmenge (Abschnitt 1.2.2.1). 
Die einfachsten Methoden der Echtzeit-PCR zeichnen sich durch Zugabe eines interkalierenden 
Farbstoffs zur PCR-Reaktionslösung aus. Hierbei kann Ethidiumbromid [Higuchi et al., 1992] 
oder auch SYBR-Green® Verwendung finden. Diese Farbstoffe besitzen die Eigenschaft, sich in 
die „kleine Furche“ (Minor Groove) von doppelsträngiger DNA einzulagern. Durch diese Bin-
dung wird die emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensität um ein Vielfaches ver-
stärkt. Das erhaltene Signal ist direkt proportional zur vorhandenen Anzahl doppelsträngiger 
DNA. Durch Messung des Fluoreszenzsignals zu jedem PCR-Zyklus ist die Beobachtung der 
Template-Zunahme beim PCR-Versuch in Echtzeit möglich. Der Nachteil dieser Methode liegt 
in der möglichen Detektion von unspezifischen PCR-Artefakten. Für die Detektion ausschließ-
lich spezifischer PCR-Produkte wurden mittlerweile verschiedene Systeme von Fluoreszenz-
markierten DNA-Hybridisierungssonden entwickelt, die an die komplementären Regionen der 
Zielstrang-DNA binden und eine messbare Fluoreszenz-Zunahme während der PCR-Reaktion 
verursachen. In der vorliegenden Arbeit wurden Echtzeit-PCR-Methoden unter Anwendung von 
TaqMan®-Sonden (siehe 4.7.1) und Beacon-Primern (siehe 4.7.1) durchgeführt. 
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4.7.1 TaqMan®-Sonden 
Beim TaqMan®-Prinzip, oder auch 5’-Nuklease-Assay, wird ein Zielsequenz-spezifisches Oli-
gonukleotid verwendet, das in 5’-Position mit einem Fluoreszenz-Reporter-Farbstoff und in 3’-
Position mit einem sogenannten „Quenching-Molekül“ markiert ist [Holland et al., 1991; Livak 
et al., 1995]. Zusätzlich tragen TaqMan®-Sonden  an ihren 3’-Enden eine blockierende Gruppe, 
damit sie während der PCR-Reaktion nicht verlängert werden können. Die Emissions- und An-
regungsspektren von Reporter und Quencher überlappen sich, und aufgrund ihrer nahen räumli-
chen Anordnung auf dem Oligonukleotid, kommt es zum Energietransfer zwischen den Molekü-
len. Hierbei wird ein Elektron des Reporter-Farbstoffes bei Anregung mit Licht einer bestimmten 
Wellenlänge auf ein höheres Energieniveau angehoben, fällt aber unmittelbar danach auf ein 
niedriges Energieniveau zurück. Die hierbei emittierte Fluoreszenzenergie wird auf den Quen-
cher übertragen, welcher selber in einen energetisch niedrigeren Zustand versetzt wird, wobei die 
Energiedifferenz als Wärmestrahlung längerer Wellenlänge wieder an die Umgebung abgegeben 
wird und somit keine Fluoreszenz sichtbar ist. Während der PCR-Reaktion hybridisiert die Taq-
Man®-Sonde auf die DNA-Zielsequenz zwischen den Primer-Positionen. Die Taq-DNA-
Polymerase verlängert die Primer-Sequenz entlang der Zielsequenz und trifft auf die TaqMan®-
Sonde, welche durch die enzymatische 5’→3’ Exonukleaseaktivität der verwendeten DNA-
Polymerase in kleine Fragmente geschnitten wird. Reporter- und Quencher-Molekül liegen nun 
getrennt voneinander im Reaktionsgemisch vor, es findet somit kein intermolekularer Energie-
transfer mehr statt und die Reporterfluoreszenz kann detektiert werden (siehe Abb. 4.8). 
Das mit jedem PCR-Zyklus ansteigende Fluoreszenzsignal ist proportional zum exponentiellen 
Anstieg der PCR-Produktbildung. Die Taq-DNA-Polymerase entfaltet ihre 5’→3’-
Exonukleaseaktivität nur bei der Synthese des DNA-Doppelstrangs. Daher bleiben die nicht-
hybridisierten TaqMan®-Sonden unbeschadet und haben keinen Anteil an dem gemessenen Flu-
oreszenzsignal. 
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Abbildung 4.8: Schematische Darstellung der Funktionsweise einer TaqMan®-Sonde. 
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4.7.2 Beacon-Primer 
 
Den Aufbau eines Beacon-Primer kann man als Kombination eines herkömmlichen PCR-
Primers mit einem Molecular Beacon beschreiben. 
Molecular Beacon sind Fluoreszenz-markierte Hybridisierungssonden mit einer charakteristi-
schen Haarnadelstruktur [Tyagi, Kramer, 1996]. Die zur Zielsequenz komplementäre Hybridisie-
rungssequenz (Loop) wird von zueinander komplementären Sequenzabschnitten (Stamm) flan-
kiert. Ähnlich einer TaqMan®-Sonde (siehe 4.5.1) ist ein Molecular Beacon am 3’- und 5’-Ende 
mit einem Fluoreszenz-Reporter-Farbstoff und einem sogenannten „Quenching-Molekül“ mar-
kiert und wird dem PCR-Reaktionsgemisch beigefügt, ohne an der PCR-Produktbildung direkt 
beteiligt zu sein. In der Grundformation liegen die Stamm-Sequenzen aneinander gebunden vor, 
so dass Reporter und Quencher in direkter Nachbarschaft angeordnet sind, wobei die Reporter-
Fluoreszenz durch den Quencher absorbiert werden kann. Hybridisiert die Loop-Sequenz auf den 
zu ihr komplementären Sequenzabschnitt des PCR-Produktes, lösen sich die Stamm-Sequenzen 
voneinander und die Reporter-Fluoreszenz wird aufgrund der Delokalisation von Reporter- und 
Quenching-Molekül messbar (siehe Abb. 4.9). Das mit fortschreitender Zyklenzahl ansteigende 
Fluoreszenzsignal zeigt die PCR-Produktzunahme in Echtzeit an. 
 
 
Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Molecular Beacon. 
 
Beim Beacon-Primer wird der Zielsequenz-spezifische Primer an die Struktur eines Zielse-
quenz-unspezifischen Molecular Beacon angehängt. Die Markierung des Beacon-Primers erfolgt 
in 5’-Position mit einem Reporter-Fluorophor und, im Anschluß an die Molecular Beacon Se-
quenz, intern mit einem Quenching-Molekül. Das Prinzip der Haarnadelformation wird beim 
Beacon-Primer nur für die Entwicklung eines Fluoreszenzsignals ausgenutzt (siehe Abb. 4.10). 
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Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Beacon-Primer. 
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Im ersten Zyklus der PCR-Reaktion wird die auf die Matrize hybridisierte Primer-Sequenz von 
der Taq-DNA-Polymerase verlängert. Das erhaltene PCR-Produkt, das die Zielsequenz für den 
Gegen-Primer beinhaltet, trägt am 5’-Ende zunächst noch die Haarnadelstruktur des Molecular 
Beacon Abschnitts. In der Verlängerungsphase des zweiten Thermozyklus der PCR-Reaktion 
wird die Haarnadelkonformation dann von der Taq-DNA-Polymerase geöffnet. Die zwischen 
Reporter- und Quencher-Molekül entstehende Distanz macht einen intermolekularen Energie-
transfer nicht mehr möglich, so dass das während der PCR-Produktbildung ansteigende Repor-
ter-Fluoreszenzsignal gemessen werden kann. Im Gegensatz zu anderen Fluoreszenz-markierten 
Hybridisierungssonden, werden Beacon-Primer nicht allein für die Erzeugung eines Fluores-
zenzsignals eingesetzt, sondern sind auch direkt an der Produktbildung im PCR-Experiment be-
teiligt. 
 
 
4.7.3 Echtzeit-PCR Detektionssystem 
 
Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Echtzeit-PCR-Versuche wurden mit Hilfe des iCyc-
ler™ iQ Detektionssystems (Bio-Rad) durchgeführt, wobei es sich um eine Kombination aus 
einem Peltier-temperaturgesteuerten PCR-Standardgerät mit einem optischen Modul handelt. 
Das optische Modul beinhaltet eine Anregungs- und Detektionseinheit zur Erzeugung und Mes-
sung des PCR-Fluoreszenzsignals. Als Lichtquelle dient eine 50 Watt Quecksilber-Halogen-
Lampe, der sich ein Hitzefilter aus Infrarot-absorbierendem Glas anschließt. Des Weiteren bein-
haltet die Anregungseinheit ein Filterrad mit sechs Positionen für die Farbstoff-angepaßten An-
regungsfilter und ein duales Spiegelsystem, welches die simultane Beleuchtung aller 96 Wells 
des Reaktionsblocks und damit die Anregung der Fluoreszenzmoleküle während des PCR-
Versuchs ermöglicht. Die Detektionseinheit setzt sich aus einem weiteren Filterrad mit sechs 
Positionen für die Farbstoff-angepaßten Emissionsfilter, einem Bildverstärker und einem 
350.000 Pixel CCD-Detektor zusammen. Die aus den Reaktionsgefäßen emittierte Fluoreszenz-
strahlung wird durch den entsprechenden Emissionsfilter und den Verstärker gelenkt, um dann 
von dem CCD-Detektor gemessen zu werden (siehe Abb. 4.11). 
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Abbildung 4.11: Schematischer Aufbau des iCycler™ iQ Detektionssystems (Bio-Rad). 
 
 
 
4.7.4 Interpretation von Amplifikationskurven der Echtzeit-PCR 
 
Die Auswertung eines Echtzeit-PCR-Versuchs erfolgt durch die Interpretation der zugehörigen 
Amplifikationskurve, die durch Auftragen der relativen Fluoreszenzintensität (RFU) gegen die 
entsprechende Zyklenanzahl erhalten wird. Die Zunahme der Fluoreszenzintensität mit steigen-
der Zyklenanzahl ist hierbei proportional zur Menge der gebildeten Amplikons. 
 
Im Idealfall wird die gewünschte Zielsequenz in der PCR-Reaktion ab dem vierten Zyklus expo-
nentiell vervielfältigt. Zunächst werden im ersten Schritt entlang der Matrize neue DNA-Stränge 
gebildet, die noch keine definierte Länge haben. Die DNA-Polymerase synthetisiert solange 
DNA, bis sie von alleine anhält, oder vom Beginn des zweiten Denaturierungsschrittes unterbro-
chen wird. Auch im zweiten Zyklus ist die Länge der komplementären Kopien noch nicht festge-
legt. Erst nach Vollendung der dritten Runde ist die Zielsequenz gebildet und kann die exponen-
tielle Vervielfältigung beginnen. In jedem weiteren Zyklus verhindern aber unter anderen fol-
gende Faktoren eine 100 %ige Reaktionsausbeute: 
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- Wenn die Zielsequenz im molaren Überschuss gebildet wurde, reicht die Konzentration 
der Taq-DNA-Polymerase nicht mehr aus. 
 
- Die Enzymaktivität der Taq-DNA-Polymerase nimmt im Verlauf der Reaktion ab.  
 
- Die Hybridisierung der gebildeten DNA-Stränge untereinander steht in Konkurrenz mit 
der eigentlich erwünschten Hybridisierung der Oligonukleotide auf der Zielsequenz. 
 
- Die anderen Reagenzien der PCR-Reaktion erschöpfen sich. 
 
Die PCR-Reaktion endet schließlich in einer Plateauphase, in der keine weitere Ziel-DNA ampli-
fiziert wird. Mit Hilfe der Echtzeit-PCR kann der Verlauf der PCR-Reaktion anhand der Ampli-
fikationskurve beobachtet werden. Ab einem gewissen Schwellenwert-Zyklus (Ct) hebt sich das 
Fluoreszenzsignal in signifikanter Weise von der Hintergrundfluoreszenz ab. Mit Hilfe der Soft-
ware des iCycler™ iQ Detektionssystems (Bio-Rad) wird ein Emissionsmittelwert durch Aus-
wahl eines Bereiches früher Zyklen berechnet, und somit eine Basislinie für die Hintergrundfluo-
reszenz festgelegt. Der Schwellenwert (threshold) wird im Allgemeinen automatisch auf die 
10-fache Standardabweichung vom Mittelwert der Basislinienemission festgelegt, kann aber 
auch manuell eingestellt werden. Der Schnittpunkt von Amplifikationskurve und Schwellenwert 
entspricht dem Schwellenwert-Zyklus (Ct, siehe Abb. 4.12). 
 
 
Abbildung 4.12: Schematische Darstellung einer Amplifikationskurve im Echtzeit-PCR-Versuch. 
Durch Festlegung eines Schwellenwertes für die relative Fluoreszenzintensität wird der Ct-Wert durch Ex-
trapolation auf die x-Achse bestimmt. 
Zyklen
R
FU
2 10
       Basislinie
(Zyklen 2-10)
Ct
Schwellenwert
Plateauphase
exponentielle Phase
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Zum Zeitpunkt, der dem Ct-Wert zuzuordnen ist, befindet sich die PCR-Reaktion in der expo-
nentiellen Phase, die durch die folgende Formel beschrieben werden kann. 
 
Formel:   Xn = Xm (1 +η) n-m 
 
Xn = Anzahl der Amplikons im Zyklus n (n ≥ m) 
Xm = Anzahl der Amplikons im Zyklus m 
η = Effizienz der Amplifikationsreaktion (Werte von 0 bis 1) 
n-m = Anzahl der Zyklen zwischen m und n     
 
Im Idealfall wird die Effizienz der Amplifikationsreaktion mit dem Wert Eins angeben und mit 
jedem Zyklus wird die Anzahl der Amplikons verdoppelt. 
 
η = 1  ٨  n-m = 1  → Xn = Xm (1 + 1) 1  
    Xn = 2 Xm  
 
 
 
4.8 Beschreibende Statistik 
 
4.8.1 Box- und Whisker-Diagramm 
 
Das Kasten- und (Katzen-) Schnurrhaardiagramm, oft auch abgekürzt als „Boxplot“ bezeichnet, 
stellt schematisch eine Häufigkeitsverteilung dar mit der sich besonders gut verschiedene Vertei-
lungen miteinander vergleichen lassen (siehe Abb. 4.13).  
In der vorliegenden Arbeit wurde bei Testpersonen eine RHD-Genotypisierung vorgenommen, 
wobei anhand der Versuchsergebnisse entweder auf den RHD-heterozygoten, oder RHD–
homozygoten Genotyp geschlossen werden konnte (siehe 5.6.). Die graphische Darstellung der 
ermittelten Datenpopulationen im Box- und Whisker-Diagramm erfolgte mit Hilfe des Compu-
terprogramms Analyse-it (Version1.68) für Microsoft Excel. 
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Abbildung 4.13: Erläuterungen zur beschreibenden Statistik mit Hilfe des Box- und Whisker-
Diagramms. Die parametrische Statistik wird auf Messdaten angewendet für die eine Normalverteilung 
angenommen werden kann. Die nichtparametrische Statistik setzt keine Normalverteilung der Messdaten 
vorraus. Der Perzentilenbereich umfasst den Bereich zwischen dem 2,5. und 97,5. Perzentil, in dem sich 
95 % der Messdaten befinden. Der Interquartilenbereich umfasst den Bereich zwischen dem ersten und 
dritten Quartil, also dem 25. und 75. Perzentil, in dem sich 50 % der Meßwerte befinden.  
 
 
 
4.8.2 Hardy Weinberg-Gleichgewicht 
 
In einer idealen Population stehen die Frequenzen von zwei oder mehreren Allelen eines Genlo-
cus in einem Gleichgewicht. Bei zwei Allelen mit den Frequenzen p für das Allel A und q für 
das Allel a beträgt die Summe der Allelfrequenzen p + q = 1. 
 
Daher sind:   Homozygote AA = p2 
Heterozygote Aa = 2pq 
Homozygote aa = q2 
 
Daraus ergibt sich:  p2 + 2pq + q2 = 1 
  
Die relativen Häufigkeiten der Homozygoten für das Allel A, der Heterozygoten Aa und Homo-
zygoten für das Allel a bleiben also konstant [Passarge, 2001]. 
 
Parametrische Statistik Nichtparametrische Statistik
Mittelwert Median
Konfidenzintervall
des Mittelwerts
Konfidenzintervall
des Medians
Parametrischer Perzentilenbereich
Interquartilenbereich, 
unteres und oberes Quartil
Beobachtungen innerhalb des 1,5 Interquartilenbereichs
Extremwert zwischen dem 
1,5 und 3 Interquartilenbereich
(naher Ausreißer)
Extremwert außerhalb des 3 Interquartilenbereichs
(ferner Ausreißer)
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Entwicklung einer Echtzeit-PCR zur fötalen Rhesus-D-Genotypisierung 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine nicht-invasive Untersuchungsmethode für 
Rhesus-Antigen-D-negative Schwangere zu entwickeln, mit deren Hilfe eine Rhesus-D-
Genotypisierung des ungeborenen Kindes möglich sein könnte. Hierfür sollte eine molekularge-
netische Untersuchung der mütterlichen Blutplasma-DNA mittels Echtzeit-PCR vorgenommen 
werden. Damit könnte die Anti-D-Immunglobulin-Behandlung gezielt bei tatsächlich vorliegen-
der Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind (siehe 2.1.4) angewendet werden. Der 
erste Schritt bestand in der Entwicklung eines PCR-Tests zur Detektion RHD-spezifischer Se-
quenzen auf der Grundlage einer vollständigen Deletion des RHD-Gens beim D-negativen Sero-
typ. Die große Homologie von RHD und RHCE erforderte die sorgfältige Auswahl eines Gen-
abschnitts mit möglichst vielen Sequenzunterschieden zwischen beiden Genen. Beim Vergleich 
verschiedener Exons von RHD und RHCE ist Exon 7 für die Realisierung eines RHD von RHCE 
unterscheidenden PCR-Tests geeignet.  
 
5.1.1 MS-PCR für die Amplifikation RHD- und RHCE-spezifischer Sequenzen 
 
Der Nachweis RHD-spezifischer Sequenzen wurde zunächst als Multiplex-PCR verwirklicht, 
wobei RHD- und RHCE-PCR-Produkte parallel nebeneinander amplifiziert worden sind. Hierfür 
wurden ein RHD- (MS-Dex7) und ein RHCE-spezifischer Primer (MS-CEex7) mit einem ge-
meinsamen Gegen-Primer (RH-com) nach dem Prinzip der mutagenetisch separierenden PCR 
(MS-PCR, siehe 4.6.1) eingesetzt (Abb. 5.1). Die erhaltenen PCR-Produkte konnten im Agarose-
Gel anhand ihrer Längenunterschiede entsprechend zugeordnet werden. Die Spezifität der PCR 
wurde anhand von DNA-Proben, die aus Blutproben von 50 weiblichen und 50 männlichen 
Spendern präpariert worden waren (siehe Abschnitte 4.1.1, 4.3.2.1), getestet. Mit den 11 serolo-
gisch als Rhesus-D-negativ bestimmten Proben konnte im PCR-Test kein RHD-spezifisches 
Produkt amplifiziert werden. Eine falsch-negative Bewertung war hierbei auszuschließen, da bei 
allen Proben das RHCE-spezifische PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte. Mit den 89 se-
rologisch Rhesus-D-positiv bestimmten Proben konnten im MS-PCR Test sowohl das RHD- als 
auch das RHCE-spezifische PCR-Produkt amplifiziert werden (Abb. 5.2).  
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RHCE-exon7  1   TTTGAGGTGAGCCTTAGTGCCCATCCCCATTTGGTGGCGCCGGATACCAAGGGTGTGTGAAA 62 
RHD-exon7   1                                                              AAA 3 
 
MS-CEex7    1                                                             CAGG 4 
RHCE-exon7  63  GGGGTGGGTAGGGAATATGGGTCTCACCTGCCAATCTGCTTATAATAACACTTGTCCACAGG 124 
RHD-exon7   4   GGGGTGGGTAGGGAATATGGGTCTCACCTGCCAATCTGCTTATAATAACACTTGTCCACAGG 65 
 
MS-CEex7    5   TGTGTTGTAACCGAGTCGAGGGGATTCACCACATCTCCGTCAAGCA                 50 
RHCE-exon7  125 TGTGTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTCACCACATCTCCGTCATGCACTCCATCTTCAGCTTG 186 
RHD-exon7   66  GGTGTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTCCCCACAGCTCCATCATGGGCTACAACTTCAGCTTG 127 
MS-Dex7     1                   GCTGGGGATTCCCCACAGCTCCATCATCGG                 30 
 
RHCE-exon7  187 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCACCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTCATACTGTCTGGAACGG 248 
RHD-exon7   128 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTGATACCGTCGGAGCCGG 189 
 
RH-com        1                                                    CCAACTCAGGA 11 
RHCE-exon7  249 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 310 
RHD-exon7   190 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 251 
 
RH-com       12 AGAAATGTGTGCAGAG                                               27 
RHCE-exon7  311 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACT                        349 
RHD-exon7   252 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACTCGGGGCCAGGTGCTCAGTAGGCT 313 
 
RHCE-exon7  350                                                                349 
RHD-exon7   314 TCGGTGAATATTTGTTGGCTGATTTATTCAGAAATTCTGTCCAGCCCCTACCTTGGA      370 
 
 
Sequenzunterschiede zwischen Exon 7 von RHD und RHCE 
Primersequenz 
in Primer eingebaute Mutationen, sowie die dazugehörige Matrizensequenz 
Matrizensequenz 
 
Abbildung 5.1 (oben): Position des RHD- und des RHCE-spezifischen Primers (MS-Dex7 bzw. 
MS-CEex7), sowie des gemeinsamen Gegen-Primers (RH-com) im Exon 7 von RHD bzw. RHCE für 
die MS-PCR. Zur Veranschaulichung der Sequenzhomologie der Genabschnitte sind jeweils Exon 7 von 
RHD und RHCE parallel abgebildet (Accession No. AJ299026 bzw. AF056967).  
Die 3’-Enden der MS-Primer wurden auf einen Sequenzabschnitt gelegt, in dem sich die Exons 7 der bei-
den Gene um zwei Basenpaare voneinander unterscheiden. In direkter Nachbarschaft zu diesen Basenpaa-
ren wurden dem RHD-Primer in der dritten Position (C statt G) und dem RHCE-Primer in der vierten Posi-
tion (A statt T) jeweils eine Sequenzabweichung eingefügt. Der RHD-Primer wurde 30 Bp, der 
RHCE-Primer 50 Bp lang gewählt, wobei der RHCE-Primer auf Höhe des 5’-Endes des RHD-Primer eine 
zusätzliche Mutation von drei aufeinanderfolgenden Basen (CGA statt GCT) erhielt. Die RHCE-PCR-
Produktlänge beträgt 206 Bp, die RHD-PCR-Produktlänge 186 Bp. 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.2 (links): 4 %iges NuSieve-Agarose-Gel nach Ethidi-
umbromidfärbung (Negativdarstellung) zur elektrophoretischen 
Auftrennung von RHD- und RHCE-spezifischen Amplifikaten.  
Primer: MS-Dex7, MS-CEex7, RH-com.  
Zur Veranschaulichung der möglichen PCR-Ergebnisse wurden drei 
Bahnen ausgewählt, die den theoretisch möglichen RHD-Genotypen 
zuzuordnen sind (RHD-Zygotiebestimmung siehe 5.6):  
 
Bahn 2: RHD-negative Probe,  
Bahn 3: RHD-homozygote Probe,  
Bahn 4: RHD-heterozygote Probe,  
sowie ein DNA-Längenstandard :  
Bahn 1: 100 Bp DNA-Leiter. 
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5.1.2 Echtzeit-PCR zur Detektion RHD- sowie RHCE-spezifischer Sequenzen 
 
Nachdem Exon 7 als geeigneter Genabschnitt für die Entwicklung eines RHD von RHCE dis-
kriminierenden PCR-Tests beurteilt wurde, konnte das Verfahren als Echtzeit-PCR umgestaltet 
werden.  
 
5.1.2.1 Entwicklung einer RHD- und RHCE- TaqMan®-PCR 
Auf der Grundlage der zuvor getesteten RHD/RHCE-MS-PCR (siehe 5.1.1) wurde eine Echtzeit-
PCR mit einer für RHD und RHCE universell einsetzbaren TaqMan®-Sonde entwickelt (Abb. 
5.3).  
 
 
MS-CEex7b      1                      GGATTCACCACATCTCCGTCAAGCA                 25 
RHCE-exon7   125 TGTGTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTCACCACATCTCCGTCATGCACTCCATCTTCAGCTTG 186 
RHD-exon7     66 GGTGTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTCCCCACAGCTCCATCATGGGCTACAACTTCAGCTTG 127 
MS-Dex7b       1                          TCCCCACAGCTCCATCATCGG                 21 
 
RHCE-exon7   187 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCACCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTCATACTGTCTGGAACGG 248 
RHD-exon7    128 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTGATACCGTCGGAGCCGG 189 
DCE-Taq1       1                                                            CGG 3 
 
RH-com         1                                                    CCAACTCAGGA 11 
RHCE-exon7   249 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 310 
RHD-exon7    190 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 251 
DCE-Taq1       4 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGC                                        26 
RH-comz        1                                                              A 1 
 
RH-com        12 AGAAATGTGTGCAGAG                                               27                    
RHCE-exon7   311 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACT                        349 
RHD-exon7    252 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACTCGGGGCCAGGTGCTCAGTAGGCT 313 
RH-comx        2 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGG                                    28 
RH-comy        1              GAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACT                        26 
RH-comz        1   AAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGG                                  27 
 
 
Sequenzunterschiede zwischen Exon 7 von RHD und RHCE 
Primersequenz 
in Primer eingebaute Mutationen, sowie die dazugehörige Matrizensequenz 
TaqMan Sonde und dazugehörige Matrizensequenz 
Matrizensequenz 
 
Abbildung 5.3: Position der verkürzten RHD- und RHCE-spezifischen Primer (MS-DEex7b bzw. 
MS-DEex7b), der TaqMan®-Sonde (DCE-Taq1), sowie der Auswahl gemeinsamer Gegenprimer 
(RH-com, -x, -y oder -z) im Exon 7 des RHD- bzw. RHD-Gens für den Einsatz in der Echtzeit-PCR. 
PCR-Produktlängen je nach Primer-Kombination: 177 bis 209 Bp. 
 
Grundsätzlich sollte die Schmelztemperatur einer TaqMan®-Sonde über der der eingesetzten 
PCR-Primer liegen, damit gewährleistet wird, dass die Sonde auf die Matrize hybridisiert, bevor 
die Taq-DNA-Polymerase die Primer verlängert. Die ursprünglichen MS-Primer wurden hierfür 
verkürzt (MS-CEex7b: 25 Bp; MS-Dex7b: 21 Bp). Die TaqMan®-Sonde durfte auch nicht zu 
lang sein, damit Reporter- und Quencher-Molekül miteinander in Wechselwirkung treten konn-
ten. 
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Die RHD/RHCE-TaqMan®-Sonde wurde auf einen Sequenzabschnitt von 26 Basenpaaren fest-
gelegt. Eine Auswahl verschiedener Gegenprimer ist in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz 
gekommen (RH-com/x/y/z). Die Anwendung der nicht zwischen RHD und RHCE diskriminie-
renden TaqMan®-Sonde erforderte die separate Amplifikation der beiden Gensequenzen.  
Es konnte mit allen RHD-spezifischen Primer-Kombinationen nur mit serologisch RhD-positiv 
eingestuften Proben ein RHD-spezifisches Signal detektiert werden. Ebenso konnte mit allen 
RHCE-spezifischen Primer-Kombinationen sowohl mit RhD-positiven, als auch RhD–negativen 
Proben ein Fluoreszenzsignal im Echtzeit-PCR-Versuch generiert werden (Abb. 5.5). Das 
RHCE-positive Ergebnis bei RhD-negativen Proben zeigte die Anwesenheit von amplifizierbarer 
DNA an (Bahn 7, Abb. 5.4) und konnte als Kontrolle des RHD-negativen Versuchsergebnisses 
angesehen werden. 
 
 
Abbildung 5.4 (links): 4 %iges NuSieve-
Agarose-Gel nach Ethidiumbromidfärbung 
(Negativdarstellung) mit Amplifikaten einer 
Echtzeit-RHD/RHCE-PCR, wobei DNA aller 
drei möglichen RHD-Genotypen untersucht 
worden ist: RHD-negativer, -heterozygoter,  
-homozygoter Genotyp. 
Primer der RHD-PCR: MS-Dex7b und RH-comz 
(PCR-Produktlänge = 188 Bp), 
Primer der RHCE-PCR: MS-CEex7b und RH-com 
(PCR-Produktlänge = 181 Bp). 
Bahnen 3-5: Ergebnisse der RHD-PCR;  
Bahnen 7-9: Ergebnisse der RHCE-PCR;  
Bahn 1: DNA-Sizer XV;  
Bahn 2: PCR-Blindprobe (BP). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.5 (oben): Echtzeit Fluoreszenz-Detektion der Produktzunahme bei der RHD/RHCE-PCR mit 
einer TaqMan®-Sonde (DCE-Taq1). Die Amplifikationskurven sind der entsprechenden PCR zuzuordnen, in der 
die in Abb. 5.4 gezeigten PCR-Produkte der verschiedenen RHD-Genotypen jeweils amplifiziert wurden. 
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5.1.2.2 Optimierung der RHCE- und RHD-TaqMan®-PCR 
Zur Einstellung eines optimalen Temperaturbereichs für die TaqMan®-PCR wurden für alle be-
schriebenen RHD- und RHCE-spezifischen Primer-Paare unterschiedliche Hybridisierungstem-
peraturen mittels Gradienten-PCR getestet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden im Agarose-
Gel elektrophoretisch untersucht, wobei das PCR-Ergebnisse anhand der Bandenintensitäten, die 
der jeweiligen Temperatur zuzuordnen sind, verglichen wurden. In welchem Maß die PCR-
Produktamplifikation mit der Entwicklung des Fluoreszenzsignals korrelierte konnte anhand der 
jeweiligen Amplifikationskurve abgeschätzt werden. Die vorgenommenen Untersuchungen sol-
len hier anhand der Ergebnisse für die Untersuchung von zwei Primer-Kombinationen exempla-
risch gezeigt werden (siehe Abb. 5.6 und Abb. 5.7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.6 (oben): Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten der Gradienten-PCR in  
4 %igen NuSieve-Agarose-Gelen und anschließender Ethidiumbromidfärbung (Negativdarstellung).  
Primer Gel A: MS-Dex7, RH-comy; Primer Gel B: MS-Dex7b, RH-com. Bahn 9: Jeweils DNA-Sizer XV. 
Temperaturgradient [°C] Gel A Bahn 1→ Bahn 8: 72,0; 71,2; 69,7; 67,5; 64,4; 62,4; 60,9; 60.  
Temperaturgradient [°C] Gel B Bahn 1→ Bahn 8: 72,0; 71,0; 69,3; 66,7; 63,1; 60,7; 59,1; 58. 
Gel B zeigt deutlich eine unspezifische Produktbande (ca. 450 Bp) für die Temperaturen 59,1 °C, 58 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.7 (links): 
Amplifikationskurven von 
Gradienten-PCR-Versuchen 
mit der TaqMan®-Sonde 
DCE-Taq1. Die einzelnen Gra-
phen sind den verschiedenen 
Hybridisierungstemperaturen 
[°C] zuzuordnen  
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Auf der Grundlage der in den Abbildungen 5.6 und 5.7 aufgeführten Versuchsergebnisse sind für 
die Primer-Kombination MS-Dex7, RH-comy und MS-Dex7b, RH-com Touchdown-PCR-Pro-
gramme (siehe 4.6.2.3) im Temperaturbereich 67 → 62°C bzw. 65 → 60°C entwickelt worden. 
Mit den hier beschriebenen Untersuchungsmethoden zeigte sich, dass auch die längeren Primer 
(MS-Dex7 und MS-CEex7) zusammen mit der TaqMan®-Sonde im Echtzeit-PCR-Versuch ein-
gesetzt werden konnten. Mit jedem Gegen-Primer (RH-com, -x, -y oder -z) wurden zufrieden-
stellende Ergebnisse erzielt. 
 
5.1.2.3 Sensitivität der RHD-TaqMan®-PCR 
Um die nur in sehr geringer Konzentration im mütterlichen Blut auftretende zellfreie fötale DNA 
detektieren zu können, musste der geplante PCR-Test eine hohe Sensitivität für die RHD-
Detektion aufweisen. Anhand der Untersuchung von Konzentrationen einer Verdünnungsreihe 
aus RHD-heterozygoten DNA-Proben mit Hilfe der Echtzeit-PCR wurde die unterste Detekti-
onsgrenze auf bis zu 5 pg DNA pro PCR bestimmt (Abb. 5.8). Dies entspricht ungefähr einem 
Genomäquivalent. In der Literatur wird die Menge DNA, die in einer Zelle enthalten ist mit 
6,8 pg angegeben [Lo et al., 1998]. Als Genomäquivalent wird die Menge einer bestimmten Ge-
nomsequenz bezeichnet, die in einer diploiden humanen Zelle zu finden ist. 
 
 
 
Ausgangsmoleküle 
[pg / PCR] 
log 
(Ausgangsmoleküle) 
Ø Ct 
± STDEV 
1000 3,0 31,4 ± 0,2 
500 2,7 32,2 ± 0,3 
250 2,4 33,6 ± 0,3 
125 2,1 34,7 ± 0,5 
50 1,7 35,9 ± 0,4 
25 1,4 37,9 ± 0,6 
5 0,7 39,8 ± 1,2 
 
Abbildung 5.8: Lineare Beziehung zwischen Ct-Wert und Logarithmus der Anzahl von Ausgangsmo-
lekülen in der Echtzeit-PCR. Primer: MS-Dex7, RH-comy, DCE-Taq1.  
Abgebildet sind die Ergebnisse einer Touchdown RHD-PCR, die jeweils mit einer Konzentration einer 
Verdünnungsreihe RHD-heterozygoter DNA (1 ng bis 5 pg pro PCR) durchgeführt wurde. Die Ct-Werte 
entsprechen dem Durchschnittswert einer sechsfachen Bestimmung  
(Basislinie: PCR-Zyklen 12 bis 26; Schwellenwert: RFU 15). 
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Neben der gering konzentrierten fötalen DNA, ist auch ein erheblich höherer Anteil mütterlicher 
DNA im Schwangeren-Blutplasma vorhanden. Die TaqMan®-PCR wurde deshalb hinsichtlich 
der RHD-Detektion anhand von DNA-Verdünnungsreihen getestet, in denen RHCE gegenüber 
RHD überrepräsentiert war. Da für die vorliegende Arbeit nur eine begrenzte Anzahl an Pro-
benmaterial (Schwangerenplasma mit zugehöriger Probe Amnionflüssigkeitsüberstand) zur Ver-
fügung stand, musste der Test zunächst an einem Vergleichssystem durchgeführt werden. Hier-
für wurden Mischungen aus RHD-heterozygoter Probe (RHD-Zygotiebestimmung, siehe 5.6) 
und RHD-negativer Probe mit unterschiedlichen Konzentrationen erstellt und in der Echtzeit- 
RHD/RHCE-PCR-eingesetzt (Abb. 5.9). Der RHD-heterozygote Genotyp entspricht dem theore-
tisch möglichen Genotyp eines RhD-positiven Kindes einer RhD-negativen Mutter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.9: Amplifikationskurven von RHD- und RHCE-spezifischen PCR-Versuchen, die mit 
Hilfe der TaqMan®-Sonde DCE-Taq 1 erstellt wurden. Primer: MS-Dex7b bzw. MS-CEex7b, jeweils 
mit RH-com. Es wurden verschiedene Konzentrationen einer Verdünnungsreihe RHD-heterozygoter in 
RHD-negativer Probe untersucht. Im PCR-Versuch wurden jeweils 45 ng DNA eingesetzt, wobei der An-
teil von RHD-heterozygoter Probe variierte: 3 %; 1 %; 0,3 %; 0,03 % bzw. 1350 pg, 450 pg, 135 pg, 14 pg. 
Die Amplifikationskurven, die den verschiedenen DNA-Mischungen zugeordnet werden können, liegen bei 
der RHCE-spezifischen PCR im exponentiell verlaufenden Bereich übereinander. Bei den Amplifikati-
onskurven der RHD-spezifischen PCR ist dagegen zu beobachten, dass der Fluoreszenzanstieg sich ent-
sprechend der abnehmenden Anzahl von RHD-Sequenzen in der jeweiligen Probe verzögert. 
 
 
Die DNA-Mischungen wurden in Anlehnung der Angaben von Lo et al. [1998] angesetzt, wo-
nach der Anteil fötaler DNA an der gesamten Blutplasma-DNA in der frühen Schwangerschaft 
(11. bis 17. SSW) ungefähr 3 %, in der späten Schwangerschaft (37. bis 43. SSW) ungefähr 6 % 
ausmachen soll (siehe 2.2.5.2).  
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Die hohe PCR-Sensitivität konnte bei der Untersuchung von Verdünnungsreihen RHD-
heterozygoter DNA in RHD-negativer DNA nicht in dem selben Maß beobachtet werden, wie 
bei der Untersuchung von Verdünnungsreihen homogener RHD-positiver DNA (Abb. 5.8). Die 
Detektionsgrenze wurde bei einem Gesamt-DNA-Gehalt von 0,5 ng bis 1 ng auf 30 pg (ca. 4 bis 
5 Genomäquivalente) RHD-positive DNA bestimmt (Tab. 5.1). Aufgrund der Erfahrungswerte, 
die bei den Untersuchungen von DNA-Verdünnungsreihen gesammelt worden sind, wurde die 
erforderliche Mindestmenge von RHD-positiver DNA für die zuverlässige Detektion im 
RHD-PCR-Versuch auf 50 bis 100 pg geschätzt. Den Angaben für die frühe Schwangerschaft 
von Lo et al. [1998] folgend, wären demnach theoretisch ca. 2 bis 4 ng mütterliche Blutplasma-
DNA pro RHD-PCR ausreichend gewesen, um damit fötalspezifische RHD-positive Sequenzen 
detektieren zu können. 
 
 
D-heterozygote Probe Ø Ct Gesamt DNA 
[ng] Anteil an 
Gesamt-DNA [%] [pg] RHCE RHD 
6 1500 23,8 31,3 
3 750 23,8 32,1 25 
1 250 23,7 33,2 
6 300 26,0 33,1 
3 150 26,1 33,7 5 
1 50 26,0 36,7 
6 60 28,8 37,2 
3 30 28,8 36,1 1 
1 10 29,0 -- 
6 30 29,5 38,6 
3 15 29,5 -- 0,5 
1 5 29,2 -- 
 
Tabelle 5.1: Ct-Werte einer RHD/RHCE-Echzeit PCR mit der TaqMan®-Sonde DCE-Taq1, die ver-
schiedenen Konzentrationen einer Verdünnungsreihe RHD-heterozygoter in RHD-negativer Probe 
zuzuordnen sind. Die Amplifikation RHD- (Primer: MS-Dex7b, RH-com) und RHCE-spezifischer Pro-
dukte (Primer: MS-CEex7b, RH-com) wurde im selben PCR-Lauf durchgeführt (Basislinie: PCR-Zyklen 
12 bis 22; Schwellenwert: RFU 18,3). Die angegebenen Ct-Werte entsprechen dem Durchschnittswert einer 
Doppelbestimmung, wobei die maximale Standardabweichung: ± 0,8 betrug. Die Versuche, bei denen kein 
PCR-Produkt generiert werden konnte sind mit -- gekennzeichnet. 
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5.2 RHD-Genotypisierung RhD-negativer Blutspender 
 
Das Rhesus-Blutgruppen-System unterscheidet im Wesentlichen RhD-positive und RhD-
negative Individuen. Das Vorhandensein oder Fehlen von Rhesus-Antigenen auf der Erythrozy-
tenoberfläche wird routinemäßig anhand serologischer Tests bestimmt. In der kaukasischen Be-
völkerung wird das Fehlen des Rhesus-D-Antigens hauptsächlich durch eine Deletion des kom-
pletten RHD-Gens verursacht [Wagner et al., 2000]. Der in der vorliegenden Arbeit entwickelte 
molekulargenetische Test zur Rhesus-D-Genotypisierung, basiert auf der vollständigen Deletion 
des RHD-Gens und detektiert einen Sequenzabschnitt im Exon 7 dieses Gens. Um die Zuverläs-
sigkeit des Tests für die pränatale Diagnostik bei Risikoschwangerschaften für HDN (Haemoly-
tic Disease of the Newborn, siehe 2.1.4) zu gewährleisten, wurde zunächst eine Reihenuntersu-
chung anhand einer größeren Gruppe von serologisch D-negativ getesteten Blutspendern kauka-
sischer Herkunft vorgenommen. Es sollte die Frage geklärt werden, bei welchem Prozentsatz 
RhD-negativer Testpersonen, die Deletion des Exon 7 im RHD-Gen mit dem D-negativen-
Serotyp übereinstimmt. Zu diesem Zweck wurde von insgesamt 255 RhD-negativen Blutproben 
(Universitäts-Klinik-Münster, siehe 4.1.2) die DNA isoliert (siehe 4.3.1.1) und im PCR-Test 
eingesetzt. 
Die molekulargenetische RHD-Genotypisierung der Blutspender wurde mit Hilfe der 
RHCE/RHD-TaqMan®-PCR vorgenommen (siehe 5.1.2), wobei die Produktamplifikation in 
Echtzeit beobachtet werden konnte und erhaltene PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese und 
anschließender Dokumentation im Agarose-Gel kontrolliert wurden. Die RHD-spezifische PCR 
wurde für jedes Individuum als Doppelbestimmung in zwei unabhängigen Versuchen durchge-
führt. Um ein falsch negatives PCR-Versuchsergebnis auszuschließen, wurde zusätzlich als Posi-
tivkontrolle eine PCR für den Sequenzabschnitt im Exon 7 vom RHCE-Gen durchgeführt. 
Die Verteilung der serologischen Phänotypen der untersuchten Proben (Information der transfu-
sionsmedizinischen Abteilung der Universitäts-Klinik-Münster) entsprach der früherer Arbeiten; 
ccee 94.5 %, Ccee 4.7 %, und ccEe 0.78 % [Wagner et al., 1995]. Die untersuchte Kohorte ist 
daher als repräsentativ anzusehen. Von den 255 untersuchten Proben zeigten zwei serologisch als 
RhD-negativ eingestufte Testpersonen (entspricht 0,78 %), die beide dem Phänotyp Ccddee ent-
sprechen, im molekulargenetischen Test ein RHD-spezifisches PCR-Produkt. Somit besitzen 
diese Personen keine vollständige Deletion von Exon 7 des RHD-Gens und können mit der ent-
wickelten TaqMan®-PCR nicht als RHD-negativ erkannt werden. Einen Ergebnisüberblick gibt 
die folgende Tabelle 5.2: 
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Phänotyp 
(Ergebnis des serologischen Tests) 
Anzahl Testpersonen prozentualer Anteil  
am Testpersonen-Kollektiv 
dd 255 100 % 
ccddee 241 94,51 % 
Ccddee (mit Deletion Exon 7 RHD) 10 3,92 % 
Ccddee (ohne Deletion Exon 7 RHD) 2 0,78 % 
ccddEe 2 0,78 % 
 
Tabelle 5.2: Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung von RhD-negativen Individuen mit-
tels RHD/RHCE-Echtzeit-PCR hinsichtlich einer Deletion im Exon 7 des RHD-Gens. 
Primer: MS-Dex7b oder MS-CEex7b, mit RH-com bzw. RH-comy; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq1. 
 
Um der Frage nachzugehen, ob die fehlende Ausbildung des Rhesus-D-Antigens bei den beiden 
auffälligen Blutspendern eventuell auf eine Deletion in einem anderen Genabschnitt zurückzu-
führen ist, wurden weitere molekulargenetische Tests anhand der DNA-Proben vorgenommen. 
Unter Verwendung der von Gassner et al. [1997] publizierten PCR-Primer ist jeweils eine mög-
liche PCR-Produktbildung im Exon 3, 4 und 5 überprüft worden. Mit Hilfe einer von Lo et al. 
[1998] publizierten RHD-TaqMan®-PCR (siehe später Abb. 5.24) wurde die RHD-spezifische 
Sequenz in der nicht-translatierten Region des Exon 10 untersucht und für die Untersuchung des 
Exons 6 im RHD-Gen wurde ein selbstentworfenes Primer-Paar im PCR-Versuch eingesetzt. 
Das Ergebnis der PCR-Versuche wurde jeweils mittels parallel überprüfter Positiv- und Negativ-
kontrolle abgesichert. Hierfür wurden DNA-Proben eingesetzt, die in früheren PCR-Tests bezüg-
lich Exon 7 RHD-positiv oder –negativ waren. Bei den beiden Testpersonen konnte jedoch keine 
Deletion in den überprüften Sequenzabschnitten des RHD-Gens nachgewiesen werden.  
Bei 98,22 % der untersuchten Personen stimmte das molekulargenetische Testergebnis mit dem 
der serologischen Untersuchung des RHD-Genotyps überein, deshalb konnte das Risiko einer 
falsch RHD-positiven Diagnose mit der RHD-TaqMan®-PCR als gering eingestuft werden. 
 
 
5.3 Gewinnung von Blutplasma-DNA 
 
Der in der vorliegenden Arbeit zu entwickelnde Echtzeit-PCR-Test zur RHD-Genotypisierung 
des ungeborenen Kindes sollte auf Blutplasma-DNA von schwangeren Frauen angewendet wer-
den. Um eine sichere Diagnose gewährleisten zu können, mußte eine homogene routinefähige 
Sammel- und Aufbewahrungsmethode für das biologische Material entwickelt werden. An die 
DNA-Extraktionsmethode waren außerdem hohe Ansprüche im Hinblick auf Ausbeute und 
Reinheitsgrad gestellt. 
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5.3.1 Sammlung von Blutplasmaproben 
 
Die Blutentnahme und Probensammlung wurde im Evangelischen Krankenhaus Oberhausen 
durchgeführt. Hierfür wurde für das technische Personal ein Informationszettel zur Probenaufar-
beitung gestaltet (siehe Abb. 4.1). Die Blutproben wurden in speziellen EDTA-Monovetten ge-
sammelt, in denen sich durch Zentrifugation eine Geldiffusionsschicht ausbildet, die Plasma und 
Zellfraktion voneinander trennt. Die quantitative Überführung des Plasmas in einen anderen 
Probenbehälter war somit durch einfaches Umschütten möglich. Ohne Geldiffusionsschicht hätte 
das Plasma in mehreren Schritten pipettiert werden müssen. Dadurch hätte die Gefahr von Zell-
verschleppung oder Probenverlust bestanden. 
Um etwaige DNA-Verluste bei der Verwendung der Monovetten zu vermeiden, wurden die Gel-
diffusionsmonovetten mit herkömmlichen EDTA-Monovetten verglichen. Hierfür wurden 
Blutproben männlicher Spender in beide Monovettensorten gesammelt und dem erstellten 
Protokoll (Abb. 4.1) folgend aufgearbeitet. Anhand der erhaltenen frischen Blutplasmaproben 
wurden DNA-Präparationen jeweils als Doppelbestimmung mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion (siehe 4.3.2.2) vorgenommen. Eine zweite Phenol-Chloroform-Extraktion wurde 
ebenfalls als Doppelbestimmung durchgeführt, nachdem die Plasmaproben über Nacht bei –
20 °C gelagert waren. Der quantitative Vergleich der präparierten DNA-Proben erfolgte über die 
Anfärbung mit PicoGreen® (siehe 4.4.2) und Messung der relativen Fluoreszenz (Abb. 5.10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.10: Quantitativer Vergleich von DNA-Proben, die aus mit verschiedenen Monovetten 
gewonnenem Blutplasma präpariert worden sind. Von vier Probanden wurden Blutproben mit zwei un-
terschiedlichen EDTA-Monovettensorten, mit (+Gel) und ohne Geldiffusionsschicht, entnommen. Die 
DNA-Präparation wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (4.3.2.2) einmal am Tag der Blutentnahme 
(frisch) und ein zweites Mal nach Aufbewahrung bei –20 °C (gefroren) durchgeführt. Die aufgeführten re-
lativen Fluoreszenzen (4.4.2) entsprechen jeweils den Mittelwerten aus einer Doppelbestimmung.  
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Vergleicht man in Abbildung 5.10 die Konzentrationen der vier unterschiedlichen DNA-
Präparate, die jeweils anhand von Blutplasma eines Probanden präpariert worden waren, deutet 
nichts auf einen DNA-Ausbeuteverlust durch Verwendung der Geldiffusionsmonovetten hin. Die 
DNA-Konzentration ist sogar etwas erhöht bei diesen Präparaten, gegenüber den DNA-
Präparaten, die anhand von Blutplasma aus herkömmlichen EDTA-Monovetten erstellt worden 
waren. Auch die kurzfristige Aufbewahrung des Probenmaterials bei –20 °C scheint die DNA-
Ausbeute nicht weiter zu beeinflussen. Vergleicht man die Daten zu den Probanden 1 und 2 in 
Abb. 5.10 miteinander, sind aber deutliche individuelle Schwankungen der Blutplasma-DNA-
Konzentration zu erkennen.  
 
5.3.2 Optimierung der DNA-Präparationsmethoden 
 
Eine Voraussetzung für die Entwicklung einer zuverlässigen nicht-invasiven Pränataldiagnostik 
anhand der Untersuchung mütterlichen Blutplasmas ist eine effiziente DNA-Präparation. Für den 
geplanten fötalen RHD-Genotypisierungstest musste gewährleistet werden, dass im DNA-
Präparat für die PCR eine ausreichende Menge fötalspezifischer Sequenzen vorhanden ist. Es 
wurde die Silikagelmembran-Säulenextraktion (siehe 4.3.1) getestet, die die spezifische Bindung 
von DNA an Silikaoberflächen nutzt. Ebenso wurde die klassische Methode der Phenol-
Chloroform-Extraktion (siehe 4.3.2.2) angewendet, die bei gewissenhafter Durchführung eine 
anschließende quantitative Fällung der DNA mit Ethanol ermöglichen kann. Bei der Optimie-
rung der beiden DNA-Präparationsmethoden stand zunächst eine Steigerung der DNA-Ausbeute 
im Vordergrund (siehe 4.3.1.5 und 4.3.2.3). Die Qualitäten der erhaltenen DNA-Proben wurden 
anhand ihrer Amplifikationskurven, die in Echtzeit-PCR-Versuchen erhalten wurden, beurteilt 
(siehe auch 5.3.3). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der Säulenextraktion ein 
größeres Säulenvolumen, bzw. eine damit verbundene größere Menge Silkagelmaterial, nicht zu 
einem besseren Ergebnis geführt hat. Auch durch die Zugabe von Carrier-Oligonukleotiden, die 
Variation der Menge an Proteinase K oder die Variation der Inkubationszeit mit diesem Enzym 
führten zu keiner deutlichen Verbesserungen der DNA-Präparation. Schließlich wurde aus-
schließlich der DNeasyTM Tissue-Kit (Abschnitt 4.3.1.2) verwendet, wobei möglichst ein 
Blutplasmavolumen von 800 µl eingesetzt wurde. Für die Phenol-Chloroform-Extraktion kann 
zusammenfassend gesagt werden, dass die DNA-Ausbeute durch Präzipitation aus 645 µl Probe-
lösung, sowie durch Zugabe von Glykogen vor der Fällung (20 mg/ml) gesteigert werden konnte 
(siehe 4.3.2.2). Eine Aufreinigung der DNA-Lösung mittels Tropfendialyse oder Aufkonzentrie-
rung mittels Zentrifugalfiltern führten zu keinen Verbesserungen von PCR-Versuchen, die mit 
diesen DNA-Präparaten im Vergleich zu unbehandelten DNA-Proben durchgeführt wurden. 
Ergebnisse  
 
 
  
71
5.3.3 Säulenextraktion und Phenol-Chloroform-Extraktion im Vergleich 
 
Um einen Vergleich der Silikagelmembran-Säulenextraktion (siehe 4.3.1.1) und der Phenol-
Chloroform-Extraktion (siehe 4.3.2.2) vorzunehmen, wurde eine definierte Menge RHD-positive 
DNA mit Blutplasma einer RHD-negativen Testperson gemischt und anhand diesen Materials 
DNA-Präparationen nach beiden Methoden durchgeführt. Durch Auswertung der Amplifikati-
onskurven, die im Echtzeit-RHD-PCR-Versuch die Bildung von RHD-spezifischen PCR-
Produkten dokumentieren, wurde ein Vergleich der erhaltenen DNA-Proben verschiedener Qua-
litäten vorgenommen (Abb. 5.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RHD-pos DNA 
[ng / PCR] 
Präparations-
methode 
Ø CtRHD 
Säulenextraktion 30,2 
60 
Phenol-Chloroform 26,3 
Säulenextraktion 32,5 
6 
Phenol-Chloroform 29,9 
 
Abbildung 5.11: Vergleich von DNA-Proben der Silikagelmembran-Säulenextraktion und der Phe-
nol-Chloroform-Methode anhand ihrer Amplifikationskurven der RHD-Echtzeit-PCR  
Primer-Kombinationen: MS-Dex7 mit RH-com; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq1.  
Die angefügte Tabelle gibt die erhaltenen Ø Ct-Werte (maximale Standardabweichung ± 0,1) aus einer 
Doppelbestimmung an (Basislinie: PCR-Zyklen 12 bis 30; Schwellenwert: RFU 20).  
Als Ausgangsmaterial der DNA-Präparationen dienten zwei Mischungen von RHD-heterozygoter DNA in 
Blutplasma einer RhD-negativen Testperson (60 ng oder 6 ng DNA / 55 µl Plasma). In beiden DNA-
Präparationsmethoden wurde der DNA-Gehalt von 550 µl Plasma in 50 µl Puffervolumen aufgenommen. 
Im PCR-Versuch sind 1:10 v/v DNA-Probe eingesetzt worden.  
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Die DNA-Proben der Phenol-Chloroform-Extraktion zeigten in der Echtzeit-PCR einen früheren 
Fluoreszenzanstieg, als die DNA-Proben der Silikagelmembran-Extraktion (siehe 
Ø CtRHD-Werte in Abb. 5.11). Außerdem wurde ein steilerer Anstieg der Amplifikationskurven, 
sowie höhere maximale Fluoreszenzintensitäten im Echtzeit-PCR-Versuch mit den DNA-Proben 
der Phenol-Chloroform-Extraktion erreicht, verglichen mit denen der DNA-Proben der Säulen-
extraktion. Aus diesen Beobachtungen wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass mit der Phe-
nol-Chloroform-Extraktion eine höhere DNA-Ausbeute erzielt werden konnte. Anzumerken ist, 
dass die RHD-positive DNA, die mit dem RhD-negativen Blutplasma vermischt worden war, um 
die DNA-Präparationen zu vergleichen, mittels Säulenextraktion anhand einer Vollblutprobe 
präpariert worden war. Im Vergleich zu der im Blutplasma frei zirkulierenden DNA, war diese 
DNA zellulären Ursprungs von guter Qualität. Außerdem wurde eine relativ große Menge DNA 
im PCR-Versuch eingesetzt (bei einer theoretisch 100 %igen DNA-Ausbeute der Präparations-
methode 6 ng bzw. 60 ng pro PCR). 
 
 
 
5.3.4 Quantitativer Vergleich verschiedener DNA-Qualitäten  
 
Anhand des Probenmaterials von sechs Schwangeren (siehe 2.1.3) wurden beide Präparations-
methoden durchgeführt und ein quantitativer Vergleich der erhaltenen DNA-Proben mittels An-
färbung mit PicoGreen® und anschließender Fluoreszenzmessung durchgeführt (siehe 4.4.2). 
Auf der nachfolgenden Seite werden in Tab. 5.5 die erhaltenen Ergebnisse der DNA-
Quantifizierung im Detail aufgeführt.  
Die PicoGreen®-Fluoreszenzintensitäten, die bei den DNA-Proben der Säulenextraktion gemes-
sen werden konnten, unterschieden sich nur geringfügig von den Fluoreszenzintensitäten, die bei 
den Blindproben ohne DNA zu beobachten waren. Deshalb wurde in diesen Fällen auf eine Be-
rechnung der DNA-Konzentration verzichtet. 
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Probandin Präparationsmethode 
Proben- 
material 
Ø RFU 
RFU 
STDEV 
berechnete Konz. 
[ng DNA / ml Probenmaterial] 
Amnion 26 1 -- 
Säulenextraktion 
Plasma 32 2 -- 
Amnion 54 3 7,000 ± 0,389 
1 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Plasma 1001 19 319,050 ± 6,056 
Amnion 26 1 -- 
Säulenextraktion 
Plasma 27 1 -- 
Amnion 53 2 6,675 ± 0,252 
2 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Plasma 1129 40 361,075 ± 12,793 
Amnion 49 28 -- 
Säulenextraktion 
Plasma 30 4 -- 
Amnion 48 3 5,425 ± 0,339 
3 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Plasma 981 49 312,350 ± 15,602 
    
Säulenextraktion 
Plasma 32 2 -- 
Amnion 57 3 8,050 ± 0,424 
4 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Plasma 854 14 270,375 ± 4,432 
Amnion 27 2 -- 
Säulenextraktion 
Plasma 25 1 -- 
Amnion 66 2 11,225 ± 0,340 
5 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Plasma 1040 28 331,850 ± 8,934 
Amnion 26 2 -- 
Säulenextraktion 
    
Amnion 47 4 4,750 ± 0,287 
6 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Plasma 910 55 288,825 ± 12,034 
Blindproben 24 1 -- 
 
Tabelle 5.3: Quantitativer Vergleich von DNA-Proben aus Amnionflüssigkeitsüberstand oder Blut-
plasma von sechs Probandinnen, die entweder mittels Silikagelmembran-Säulenextraktion oder mit-
tels Phenol-Chloroform-Extraktion präpariert worden sind. Es sind jeweils 400 µl Probenmaterial pro-
zessiert und die erhaltene DNA in 50 µl Puffer aufgenommen worden. Die Quantifizierung erfolgte nach 
der Picogreen®-Methode, wobei die Standardkurve mit einer DNA-Verdünnungsreihe folgender Konzent-
rationen erstellt wurde: 12, 60, 120, 600, 1200, 6000, 12000 pg/µl. Der Korrelationskoeffizient betrug hier-
bei R2 = 0,9999. Probenkonzentrationen, die unter der Detektionsgrenze lagen sind mit -- gekennzeichnet. 
 
 
Für die DNA-Proben, die mittels Phenol-Chloroform-Extraktion präpariert worden waren, konn-
ten die folgenden Konzentrationen gemittelt werden: 
7,188 ± 2,297 ng DNA/ml Amnionflüssigkeitsüberstand und  
313,921 ± 31,937 ng DNA/ml Blutplasma. 
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Im Vergleich zur Säulenextraktionsmethode, konnte mit der Phenol-Chloroform-Extraktion also 
eine wesentlich höhere DNA-Ausbeute erzielt werden. Bei der Optimierung der Phenol-
Chloroform-Extraktion wurden verschiedene Variationen der Methode auf homogenes Proben-
material angewendet und verglichen (siehe 4.3.2.3 und 5.3.2). Es konnte hierbei eine leichte 
Verbesserung der DNA-Ausbeute durch eine Erhöhung des zur Fällung eingesetzten Probevolu-
mens, sowie durch den Einsatz von Glykogen erzielt werden. Deshalb wurde eine zweite DNA-
Quantifizierung mittels PicoGreen®-Anfärbung und Messung der Fluoreszenzintensität mit dem 
Probenmaterial von 9 schwangeren Frauen vorgenommen. Mit den DNA-Präparationen, die nach 
der optimierten Phenol-Chloroform-Extraktion präpariert wurden, konnten folgende Konzentra-
tionen gemittelt werden: 
39,178 ± 30,624 ng DNA/ml Amnionflüssigkeitsüberstand;  
270,860 ± 50,646 ng DNA/ml Blutplasma. 
Die Konzentrationen der DNA-Präparate aus Amnionflüssigkeitsüberstand zeigten einen deut-
lich höheren Wert im Vergleich zu denen, der ersten Untersuchungsreihe. Die für Blutplasma 
gemittelte DNA-Konzentration der zweiten Untersuchungsreihe lag, trotz optimierter DNA-
Präparation, unter der Konzentration, die in der ersten Untersuchungsreihe ermittelt werden 
konnte.  
Die hier gezeigten Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die individuellen Schwankungen der 
DNA-Konzentration im mütterlichen Blutplasma relativ groß sind. Aufgrund der Variationsbrei-
te der Plasma-DNA-Konzentration, war die Verbesserung der Phenol-Chloroform-Extraktion im 
Vergleich der beiden unabhängigen Versuchsreihen nicht zu erkennen. 
 
 
5.4 Detektion fötaler DNA-Sequenzen im mütterlichen Blutplasma 
 
Auf der Grundlage der molekulargenetischen Untersuchung der DNA im mütterlichen Blutplas-
ma sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Test zur Rhesus D-Genotypisierung des unge-
borenen Kindes entwickelt werden. Bisher beruht die routinefähige Pränataldiagnostik zur Er-
kennung von Einzelgendefekten beim Kind auf der Durchführung von invasiven Untersu-
chungsmethoden. Die Realisierung des geplanten RHD-Genotypisierungstests könnte dieser mit 
gesundheitlichen Risiken für Mutter und Kind behafteten Diagnostik eine Alternative gegenüber 
stellen. Im Rahmen der routinemäßigen Geburtsvorsorgeuntersuchungen müsste lediglich eine 
Blutabnahme bei der werdenden Mutter durchgeführt werden. 
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5.4.1 Fallbeispiele zur fötalen RHD-Genotypisierung   
 
Die Etablierung des RHD/RHCE-PCR-Tests erfolgte zunächst mit DNA-Proben, die aus Voll-
blut mit bekanntem Serotyp (siehe 4.1.1 und 4.1.2) präpariert worden waren. Im nächsten Schritt 
sollte der Echtzeit-PCR-Test am tatsächlichen Untersuchungsmaterial, Blutplasma-DNA von 
Schwangeren, getestet werden.  
Während eine DNA-Probe, die aus mütterlichem Plasma gewonnen wird, einen hohen Anteil 
mütterlicher DNA enthält, beinhaltet eine DNA-Probe, die aus Amnionflüssigkeit gewonnen 
werden kann, hauptsächlich fötale DNA. Verunreinigungen durch mütterliche Einblutung wäh-
rend der Amnionzentese (siehe 2.2.1) sind durch eine rötliche Verfärbung der normalerweise 
klaren Amnionflüssigkeit leicht zu erkennen. 
 
In Abbildung 5.12 werden drei Fallbeispiele aufgeführt, bei denen eine RHD-Genotypisierung 
anhand der molekulargenetischen Untersuchung von Blutplasma- und Amnionflüssigkeits-DNA 
(siehe 4.1.3 bzw. 4.1.4) vorgenommen wurde. Für die RHD/RHCE-spezifischen Echtzeit-PCR-
Versuche wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt.  
Die parallele Detektion von RHCE-spezifischen Signalen sollte anzeigen, dass amplifizierbare 
DNA aus Amnionflüssigkeitsüberstand oder mütterlichen Blutplasmas präpariert wurde. Die 
Detektion von RHD-spezifischen Signalen im Blutplasma einer RhD-negativen Schwangeren 
würde auf einen fötalspezifischen RHD-positiven Genotyp hinweisen. Als positive Kontrolle des 
fötalen Genotyps diente die DNA aus Amnionflüssigkeit. 
 
Die in Abbildung 5.12 exemplarisch aufgeführten Fallbeispiele entsprechen somit folgenden 
Konstellationen: 
 
- Schwangere 1: RhD-positive Mutter mit RHD-negativem Kind; 
- Schwangere 2: RhD-negative Mutter mit RHD-negativem Kind; 
- Schwangere 3: RhD-negative Mutter mit RHD-positivem Kind. 
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Amplifikationskurven der RHD/RHCE-Echtzeit-PCR mit einer TaqMan®-Sonde 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elektrophoretische Auftrenung von RHD/RHCE-Amplifikaten 
4%iges Nusieve-Agarose-Gel nach Ethidiumbromidfärbung (Negativdarstellung) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.12: Echtzeit RHD/RHCE-PCR mit DNA aus Blutplasma (Plasma) und Amnionflüssig-
keitsüberstand (Amnion) von 3 schwangeren Testpersonen (DNA-Präparation mit Säulenextraktion sie-
he 4.3.1.2). Primer: MS-Dex7b oder MS-CEex7b, jeweils mit RH-comy; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq1;  
RHD-PCR-Produktlänge: 200 Bp; RHCE-PCR-Produktlänge: 204 Bp.
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Im Fall der RhD-positiven Schwangeren 1 lag keine Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter 
und Kind vor. Die Untersuchung ihres Blutplasmas soll hier aber exemplarisch als Positivkon-
trolle für die Detektion eines RHD-spezifischen Echtzeit-PCR-Signals gezeigt werden. Der sigi-
fikante Fluoreszenzanstieg, der mit Hilfe der Amplifikationskurven dokumentiert wird, ist im 
Fall der RHD-spezifischen PCR um ca. einen PCR-Zyklus im Vergleich zur RHCE-spezifischen 
PCR verzögert (Ø CtRHD: 36,2; Ø CtRHCE: 35,2; Schwellenwert-PCR-Zyklus: RFU 100). Die An-
zahl der Genkopien von RHD und RHCE in der DNA-Probe war also ähnlich groß. Die Detekti-
on von RHCE- und RHD-spezifischen Signalen ist demnach auf die Amplifikation der mütterli-
chen DNA zurückzuführen. Die molekulargenetische Untersuchung der Amnionflüssigkeit der 
Schwangeren 1 weist auf den RHD-negativen Genotyp des Fötus hin, da nur ein RHCE-, nicht 
aber ein RHD-spezifisches Signal im Echtzeit-PCR-Versuch generiert werden konnte. Das 
DNA-Präparat aus Amnionflüssigkeit enthielt nur wenige amplifizierbare DNA-Sequenzen, was 
daran zu erkennen ist, dass nur in einem von zwei PCR-Versuchen eine schwache RHCE-
spezifische Amplifikation geglückt war.  
Die fötale RHD-Genotypisierung anhand der Untersuchung der mütterlichen Plasma-DNA von 
der Schwangeren 2 fiel eindeutig RHD-negativ aus. In der RHCE-spezifischen PCR konnten in 
beiden Fällen der Doppelbestimmung RHCE-Amplifikate nachgewiesen werden. In der RHD-
spezifischen PCR konnte jedoch kein RHD-Amplifikat nachgewiesen werden. Das RHD-
negative Genotypisierungsergebnis wurde anhand der analog durchgeführten Untersuchung von 
Amnionflüssigkeits-DNA bestätigt. Bei der Schwangeren 2 hätte damit keine Notwendigkeit für 
eine Anti-D-Prophylaxe (siehe 2.1.4) bestanden. 
Bei der Schwangeren 3 konnte der RHD-positive Genotyp durch die molekulargenetische Unter-
suchung des mütterlichen Blutplasmas mittels RHD-spezifischer Echtzeit-PCR nachgewiesen 
werden. Auch in diesem Fall wurde das Ergebnis der nicht-invasiven fötalen RHD-
Genotypisierung anhand der Untersuchung der Amnionflüssigkeits-DNA bestätigt. Mit beiden 
DNA-Qualitäten konnte bei der Doppelbestimmung jeweils in einer PCR ein RHD- und damit 
fötalspezifisches Signal detektiert werden. Bei der molekulargenetischen Untersuchung der müt-
terlichen Plasma-DNA war der signifikante Fluoreszenzanstieg in der RHD-spezifischen PCR im 
Vergleich zur RHCE-spezifischen PCR um ca. vier PCR-Zyklen (∆Ct: 4,4) verzögert zu beo-
bachten (CtRHD: 40,4; Ø CtRHCE: 36,0; Schwellenwert-PCR-Zyklus: RFU 100). In diesem Fall 
wurde das fötalspezifische RHD-Signal vor dem Hintergrund der mütterlichen DNA generiert. 
Bei der Schwangeren 3 lag eine Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind und damit 
eine Risikoschwangerschaft für HDN vor. In diesem Fall hätte eine Rhesus-D-Prophylaxe bei 
der Schwangeren durchgeführt werden müssen. 
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5.4.2 Reihenuntersuchung zur fötalen RHD-Genotypisierung anhand der Untersuchung 
mütterlicher Blutplasma-DNA  
 
Im Einzelfall war es gelungen, den RHD-positiven Genotyp des ungeborenen Kindes anhand der 
Untersuchung von Blutplasma-DNA der RhD-negativen Frau mittels RHD-Echtzeit-PCR zu 
bestimmen (siehe 5.4.1). Um die Routinefähigkeit des RHD-Genotypisierungstests für die nicht-
invasive Pränataldiagnostik zu beurteilen, musste er auf eine größere Gruppe von Schwangeren 
angewendet werden. Zu diesem Zweck wurden von zehn RhD-negativen schwangeren Proban-
dinnen DNA-Präparationen anhand ihres Blutplasmas und Amnionflüssigkeitsüberstandes mit-
tels Silikagelmembran-Säulenextraktion vorgenommen (siehe 4.3.1.2). Hierbei wurden jeweils 
400 µl Probenmaterial prozessiert und 50 µl AE-Puffer für den finalen DNA-Elutionsschritt ein-
gesetzt. 
Die DNA-Proben wurden jeweils mindestens in zwei RHCE- und in insgesamt vier RHD-
spezifischen Echtzeit-PCR-Versuchen eingesetzt, um amplifizierbare DNA bzw. fötalspezifische 
RHD-Sequenzen nachzuweisen. Anhand von Positiv- und Negativkontrollen, die bei jeder PCR 
parallel untersucht wurden, konnte die Spezifität des Testes überprüft und Kontaminationen aus-
geschlossen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind im Detail in Tabelle 5.4 aufgeführt. 
 
 
Ct-Werte (PCR-Lauf) 
Probandin PCR 
Amnionflüssigkeitsüberstand Blutplasma 
RHCE Ø 39,8 ± 0,1(a) Ø 40,3 ± 0,4 (b) Ø 36,1 ± 0,3 (a) Ø 38,4 ± 0,1 (b) 
7 
RHD -- (a) -- (a) -- (b) -- (b) -- (a) -- (a) -- (b) -- (b) 
RHCE Ø 38,8 ± 1,2(a) Ø 40,7 ± 0,9 (b) Ø 34,7 ± 0,4(a) Ø 36,8 ± 0,1 (b) 
8 
RHD -- (a) 40,0 (a) -- (b) -- (b) -- (a) -- (a) -- (b) -- (b) 
RHCE 39,3 (c) 42,5 (c) 35,5 (c) 35,0 (c) 
9 
RHD -- (c) -- (c) -- (d) -- (e) -- (c) -- (c) -- (d) -- (e) 
RHCE 43,4 (c)  44,9 (c) 37,3 (c) 36,1 (c) 
10 
RHD -- (c) -- (c) -- (d) -- (e) -- (c) -- (c) -- (d) -- (e) 
RHCE 38,4 (c) 38,9 (c) 36,4 (c) 35,1 (c) 
11 
RHD 39,0 (c) 40,1 (c) 41,9 (d) 42,3 (e) 40,3 (c) -- (c) 36,2 (d) 39,6 (e) 
RHCE 38,8 (c) 40,1 (c) 36,3 (c) 36,5 (c) 
12 
RHD 41,8 (c) 43,5 (c) 37,5 (d) -- (e) -- (c) 41,8 (c) 37,8 (d) 40,2 (e) 
RHCE 38,3 (c) 38,7 (c) 36,2 (c) 34,9 (c) 
13 
RHD 43,3 (c) 40,8 (c) -- (d) -- (e) -- (c) 42,5 (c) 36,0 (d) 40,9 (e) 
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RHCE 40,1 (c) 44,1 (c) 36,3 (c) 36,8 (c) 
14 
RHD 44,3 (c) -- (c) -- (d) 40,4 (e) 40,2 (c) -- (c) 37,5 (d) 45,0 (e) 
RHCE 37,5 (c) 38,6 (c) 34,8 (c) 35,2 (c) 
15 
RHD 38,3 (c) 40,8 (c) 40,3 (d) -- (e) -- (c) 42,9 (c) 35,7 (d) 40,0 (e) 
RHCE 38,5 (c) 37,4 (c) 34,9 (c) 35,7 (c) 
16 
RHD -- (c) -- (c) -- (d) -- (e) -- (c) -- (c) -- (d) -- (e) 
 
Tabelle 5.4: Ct-Werte, die in RHD- und RHCE-spezifischen Echtzeit-PCR Versuchen mit DNA aus Amni-
onflüssigkeit und Blutplasma von zehn RhD-negativen schwangeren Frauen ermittelt wurden. 
RHD- und RHCE-spezifischer Primer: MS-Dex7b bzw. MS-CEex7b; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq1. Es werden die 
Ct-Werte aus insgesamt fünf unabhängigen PCR-Läufen (a bis e) präsentiert.  
Für Probandin 1 und 2 sind jeweils Ø CtRHCE-Werte aus einer Doppelbestimmung (± STDEV) angegeben.  
a: Gegen-Primer RH-comz; Basislinie Zyklen 12 bis 32; Schwellenwert RFU 236,6; Ø RFUmax = 1809 ± 825;  
b: Gegen-Primer RH-comy; Basislinie Zyklen 12 bis 32; Schwellenwert RFU 389,5; Ø RFUmax = 2124± 318;  
c: Gegen-Primer RH-comx; Basislinie Zyklen 12 bis 30; Schwellenwert RFU 71,3; Ø RFUmax = 414 ± 115;  
d: Gegen-Primer RH-com; Basislinie Zyklen 12 bis 32; Schwellenwert RFU 93,2; Ø RFUmax = 546 ± 377;  
e: Gegen-Primer RH-comz; Basislinie Zyklen 12 bis 32; Schwellenwert RFU 211,0; Ø RFUmax = 720 ± 233. 
Zwischen den PCR-Läufen b und c ist ein Austausch des optischen Moduls am iCycler™ iQ Detektionssystems 
vorgenommen worden. Versuche, bei denen kein PCR-Produkt generiert werden konnte sind mit -- gekennzeichnet. 
 
 
Die DNA-Präparationen anhand von Amnionflüssigkeitsüberstand ergaben im RHCE-PCR-
Versuch einen höheren Ct-Wert, als die von Blutplasma:  
Ø CtRHCE-Amnion =  40,0 ± 2,2 (Variationsbreite: 37,4 bis 44,9); 
Ø CtRHCE-Plasma  =  36,0 ± 1,0 (Variationsbreite: 34,7 bis 38,4). 
Die im RHD-PCR-Versuch erhaltenen Ct-Werte anhand der Amnionflüssigkeits-DNA unter-
schieden sich nur gering von den zugehörigen Ct-Werten der RHCE-PCR:  
Ø CtRHD-Amnion =  41,0 ± 1,9 (Variationsbreite: 37,5 bis 44,3).  
Die DNA-Proben aus Blutplasma ergaben im RHD-PCR-Versuch höhere Ct-Werte, als im paral-
lel durchgeführten RHCE-PCR-Versuch:  
Ø CtRHD-Plasma  =  39,8 ± 2,7 (Variationsbreite: 35,7 bis 45,0).  
Allgemein kann aufgrund der unterschiedlichen Ø CtRHCE gesagt werden, dass die DNA-Proben 
aus Amnionflüssigkeitsüberstand geringer konzentriert sind, als die aus Blutplasma (∆Ct = 4,0). 
Der Unterschied zwischen Ø CtRHCE und Ø CtRHD (∆Ct = 3,8) in PCR-Versuchen mit Blutplas-
maproben zeigt, dass der geringe Anteil RHD-positiver fötaler DNA vor dem Hintergrund der 
überrepräsentierten mütterlichen DNA detektiert wurde. 
In der folgenden Tabelle 5.5 werden die Ergebnisse der Reihenuntersuchung von zehn 
RhD-negativen Schwangeren zur fötalen RHD-Genotypisierung mittels RHD/RHCE-Echtzeit-
PCR zusammengefasst. 
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Fötale RHD-Genotypisierung 
Amnionfl. Blutplasma Probandin 
positiv negativ positiv negativ 
7 0 4 0 4 
8 1 3 0 4 
9 0 4 0 4 
10 0 4 0 4 
11 4 0 3 1 
12 3 1 3 1 
13 2 2 3 1 
14 2 2 3 1 
15 3 1 3 1 
16 0 4 0 4 
 
Tabelle 5.5: Zusammenfassung der in Tabelle 5.4 aufgeführten Ergebnisse im Hinblick auf die fötale 
RHD-Genotypisierung bei der Untersuchung von zehn schwangeren RhD-negativen Probandinnen. 
Mit den DNA-Präparaten aus Amnionflüssigkeitsüberstand oder aus Blutplasma sind jeweils vier 
RHD-spezifische PCR-Versuche durchgeführt worden. Konnte ein signifikanter Fluoreszenzanstieg detek-
tiert werden (Ct-Wert in Abhängigkeit der 10-fachen RFU Standardabweichung der festgelegten Basislinie, 
siehe 4.7.4), wurde das Untersuchungsergebnis als RHD-positive Genotypisierung gewertet, wurde kein 
signifikanter Fluoreszenzanstieg in der RHD-Echtzeit beobachtet, fiel die fötale Genotypisierung 
RHD-negativ aus. 
 
 
Bei den Probandinnen 7, 9, 10 und 16 konnte der fötale Rhesus D-Genotyp eindeutig als 
RHD-negativ bestimmt werden. In keinem Fall konnte ein RHD-spezifisches PCR-Produkt mit 
der DNA-Proben aus Amnionflüssigkeit oder Blutplasma amplifiziert werden. Das Vorhanden-
sein von amplifizierbarer DNA konnte hierbei für jede Probe im RHCE-PCR-Versuch nachge-
wiesen werden. Bei Probandin 8 konnte in vier PCR-Versuchen einmal mit der DNA aus Amni-
onflüssigkeit ein RHD-spezifisches Fluoreszenzsignal detektiert werden. Da die Negativkontrol-
len im PCR-Versuch nicht auf eine Kontamination hinwiesen, wurde der Rhesus D-Genotyp des 
Kindes als RHD-positiv gewertet. Das Genotypisierungsergebnis fiel bei der Untersuchung der 
mütterlichen Blutplasma-DNA in diesem Fall RHD-negativ aus. Die Diagnose für die ungebore-
nen Kinder der Probandinnen 11, 12, 13, 14 und 15 fiel bei der Untersuchung von Blutplasma-
DNA RHD-positiv aus und wurde auch durch die Ergebnisse der Untersuchung von DNA aus 
Amnionflüssigkeit bestätigt.  
 
 
Ergebnisse  
 
 
  
81
Die statistische Auswertung der Diagnosen zur nicht-invasiven RHD-Genotypisierung (siehe 
Tab. 5.6), die aufgrund der RHD-Echtzeit-PCR mit mütterlicher Blutplasma-DNA gestellt wur-
den, ergibt eine geringe Test-Sensitivität von 63 %. Bei den RHD-negativen Föten wurde in kei-
nem Fall eine falsch positive RHD-Genotypisierung vorgenommen, die Test-Spezifität beträgt 
somit 100 %. 
 
tatsächlicher fötaler RHD-Genotyp  Diagnose 
RHD-PCR- 
Ergebnis RHD-positiv RHD-negativ  
RHD-positiv 
richtige Diagnose 
 
15 
falsch positive Diagnose 
 
0 
positiver Vorhersagewert 
15 / (15 + 0) = 1,00 
100 % 
RHD-negativ 
falsch negative Diagnose 
 
9 
richtige Diagnose 
 
16 
negativer Vorhersagewert 
16 / (16 + 9) = 0,64 
64 % 
 
 
Sensitivität 
15 / (15 + 9) = 0,63 
63 % 
Spezifität 
16 / (16 + 0) = 1 
100 % 
 
 
Tabelle 5.6: Statistische Auswertung der Diagnosen zur nicht-invasiven fötalen RHD-Geno-
typisierung, die aufgrund der Ergebnisse von einzelnen RHD-PCR-Versuchen mit mütterlicher 
Blutplasma-DNA gestellt werden konnten. Die Untersuchung der zehn RhD-negativen Frauen wurde je-
weils als Vierfachbestimmung durchgeführt (Summe der Einzelversuche: 40 PCR).  
Die Sensitivität gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der das ungeborene Kind aufgrund des RHD-PCR-
Testergebnisses tatsächlich als RHD-positiv bestimmt werden kann. Die Spezifität bezeichnet die Wahr-
scheinlichkeit, mit der ein nicht HDN-gefährdeter Fötus tatsächlich aufgrund eines einzelnen RHD-PCR-
Testergebnis als RHD-negativ erkannt wird. Die Vorhersagewerte geben an, mit welcher Wahrscheinlich-
keit die jeweilige Diagnose richtig gestellt worden ist. Definitionen nach [Harms, 1998]. 
Der tatsächlich vorliegende fötale RHD-Genotyp wurde jeweils aus dem RHD-PCR-Ergebniss mit Amni-
onflüssigkeits-DNA abgeleitet. 
 
 
Die Ergebnisse der hier vorgestellten Reihenuntersuchung basieren auf PCR-Versuchen, die mit 
Blutplasma-DNA der Silikagelmembran-Säulenextraktion präpariert worden waren (siehe 
4.3.1.2). Im Vergleich zur Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe 4.3.2.1) ist die Säulenextraktion 
weniger zeitaufwendig und verzichtet auf die Verwendung von organischen Lösungsmitteln. 
Auch wenn vorherige Untersuchungen darauf hingewiesen haben, dass mit der Phenol-
Chloroform-Extraktion eine im Vergleich zur Säulenextraktion höhere DNA-Ausbeute zu erzie-
len war (siehe 5.3.3 und 5.3.4), wurde zunächst von dieser Methode abgesehen, da sie für die 
Anwendung in der Routinediagnostik nicht in Frage kommt. 
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5.5 Beurteilung der Qualität von zellfreier DNA aus Blutplasma 
 
5.5.1 Vergleich verschiedener Blutplasma-DNA-Qualitäten in der Echtzeit-PCR 
5.5.1.1 RHCE-Echtzeit-PCR zur Detektion von Blutplasma-DNA 
Bei der Beurteilung des fötalen RHD-Genotypisierungstests fiel die Sensitivität zu niedrig aus 
(siehe Tab. 5.6). Durch die Wahl einer effizienten DNA-Präparationsmethode sollte die DNA-
Ausbeute gesteigert und somit im PCR-Versuch eine größere Anzahl fötalspezifischer DNA-
Sequenzen bereit gestellt werden. Vorherige Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Phenol-
Chloroform-Extraktion im Vergleich zur Silikagelmembran-Säulenextraktion eine höhere DNA-
Ausbeute ermöglichen kann (siehe 5.3.3 und 5.3.4). Ein direkter Vergleich beider Methoden zur 
DNA-Präparation aus mütterlichem Plasma und anschließender RHD-Echtzeit-PCR zeigte aber, 
dass die Anwendung der Phenol-Chloroform-Extraktion im Vergleich zur Säulenextraktion, die 
Sensitivität des fötalen RHD-Genotypisierungstest nicht verbessern konnte (ohne Abb.). 
 
In Abb. 5.14  werden exemplarisch die Ergebnisse von RHCE-spezifischen Echtzeit-PCR-
Versuchen präsentiert. In zwei unabhängigen Untersuchungsreihen wurde die Phenol-
Chloroform-Extraktion mit der Silikagel-Säulenextraktion bei der Anwendung auf Blutplasma 
von schwangeren Frauen verglichen.  
Die erste Untersuchungsreihe wurde mit dem Probenmaterial von insgesamt neun Probandinnen, 
die zweite mit dem Probenmaterial von fünf Probandinnen durchgeführt. Bei den durchgeführten 
RHCE-Echtzeit-PCR-Versuchen wurden in den beiden Untersuchungsreihen unterschiedlich 
große PCR-Produkte amplifiziert (206 Bp bzw. 181 Bp).  
Allgemein konnte bei der Untersuchung der einzelnen Frauen beobachtet werden, dass mit Blut-
plasma-DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion niedrigere Ct-Werte in der RHCE-Echtzeit-
PCR erhalten wurden, als mit der DNA-Qualität der Säulenextraktion. Die gemittelte Differenz 
der Ct-Werte betrug in den beiden Untersuchungsreihen:  
 
∆ CtSäulenextraktion - Phenol-Chloroform-Extraktion = 3,2 ± 2,3  bzw. 3,2 ± 1,4 PCR-Zyklen. 
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Die Amplifikationskurven der DNA-Proben der Säulenextraktion fielen steiler aus und erreich-
ten deutlich höhere maximale Fluoreszenzwerte in den letzten PCR-Zyklen (Graphen B und D), 
im Vergleich zu den Amplifikationskurven der DNA-Proben der Phenol-Chloroform-Extraktion 
(Graphen A und C). Die Amplifikationskurven, die dem kürzeren PCR-Produkt von 181 Bp zu-
zuordnen sind, fielen für die Gruppe von Probandinnen dieser Untersuchungsreihe homogener 
aus (Graphen C und D), und zeigten höhere maximale Fluoreszenzintensitäten, als die Amplifi-
kationskurven der Untersuchungsreihe mit dem längeren PCR-Produkt von 206 Bp (Graphen C 
und D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.13: Amplifikationskurven von RHCE-spezifischen Echtzeit-PCR-Versuchen mit Blutplasma-
DNA (PCR-Produkte: 206 BP oder 181 BP).  
Primer: MS-CEex7 (A, B) oder MS-CEex7b (C, D), jeweils mit RH-com; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq1. Es werden 
die Ergebnisse zweier unabhängiger Reihenuntersuchungen von Blutplasma-Proben schwangerer Frauen präsentiert 
(A, B: Probandinnen 17 bis 25; C, D: Probandinnen 26 bis 30). Die Untersuchung der DNA-Proben wurde als Dop-
pelbestimmung durchgeführt. Die abgebildeten Amplifikationskurven wurden jeweils aus allen in der Untersu-
chungsreihe erhaltenen Amplifikationskurven gemittelt. Die abgebildeten Fehlerbalken veranschaulichen die Varia-
tionsbreite der in einem PCR-Zyklus gemessenen Fluoreszenzintensitäten und sind von deren Arithmetischen Mittel 
abgeleitet. Es sollte ein Vergleich zwischen der Amplifikation von Blutplasma-DNA der Phenol-Chloroform-
Extraktion (A, C) mit der, der Silikagel-Säulenextraktion (B, D) gezogen werden. Es wurden 645 µl beziehungswei-
se 400 µl Blutplasma für die DNA-Präparationen prozessiert und jeweils in 50 µl Puffer aufgenommen, hiervon 
wurden 1:5 v/v im PCR-Versuch eingesetzt.  
Graph A: Basislinie PCR-Zyklen 12-30; Ø Ct 206 Bp / Phenol-Extr.: 36,5 ± 1,0;   
Graph B: Basislinie PCR-Zyklen 12-30; Ø Ct 206 Bp / Säulenextr.: 39,7 ± 1,3; 
Graph C: Basislinie PCR-Zyklen 22-26; Ø Ct 181 Bp / Phenol-Extr.: 33,1 ± 0,5; 
Graph D: Basislinie PCR-Zyklen 12-26; Ø Ct 181 Bp / Säulenextr.: 36,3 ± 0,9. 
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5.5.1.2 RHD-Echtzeit-PCR zur Detektion fötalspezifischer DNA im mütterlichen Blutplasma 
 
Mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion konnte die Konzentration der DNA-Präparate, die 
aus Blutplasma oder Amnionflüssigkeitsüberstand präpariert wurden, gesteigert werden (siehe 
5.3.4). Bei der Beurteilung der Amplifikationskurven, die in der RHCE-Echtzeit-PCR mit Blut-
plasma-DNA erhalten wurden, zeigte sich aber, dass diese einen flacheren Verlauf im Vergleich 
zu denen der DNA-Proben der Silikagelmembran-Extraktion, aufwiesen (siehe Abb. 5.14). Dies 
deutet auf eine weniger effiziente Amplifikation hin. Bei einem vorherigen Versuch zum Ver-
gleich beider Präparationsmethoden in der Anwendung auf DNA, die aus Vollblut präpariert 
worden war, konnte diese Beobachtung nicht gemacht werden. Hierbei zeigten die 
RHD-spezifischen Amplifikationskurven der DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion einen 
steileren Anstieg und eine höhere maximale Fluoreszenzintensität im Vergleich zu denen der 
DNA der Säulenextraktion (siehe Abb. 5.12). 
 
Da die zellfreie Blutplasma-DNA stark degradiert vorliegt, wurde getestet, ob eine Verkürzung 
des RHD-PCR-Produktes, die Detektion fötalspezifischer RHD-Sequenzen verbessert. Zu die-
sem Zweck wurde eine literaturbeschriebene RHD-PCR [Lo et al., 1998], die eine Amplifikation 
der untranslatierten Region von Exon 10 ermöglicht (PCR-Produktgröße 74 Bp), im Vergleich 
zum eigenem PCR-System getestet (Abb. 5.14). Zusätzlich wurde für das Exon 7 von RHD ein 
weiteres Echtzeit Primer-System (Abb. 5.15) entwickelt (PCR-Produktgröße 105 Bp).  
 
 
 
RDA            1                                        CCTCTCACTGTTGCCTGCATT    21 
RHD-exon10  1280 TCCAAGAAAAACAAGGCCTGTTCAAAAACAAGACAACTTCCTCTCACTGTTGCCTGCATT    1339 
                    
RDT            1   TACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGTCT                               31 
RHD-exon10  1340 TGTACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGTCTCCAATGTTCGCGCAGGCACTGGAGTCA    1399 
RDB            1                                    AATGTTCGCGCAGGCACT           18 
 
                 
Primersequenz 
TaqMan Sonde und dazugehörige Matrizensequenz 
Matrizensequenz 
 
Abbildung 5.14: Primer-Position der Echtzeit-RHD-PCR zur Amplifikation der untranslatierten Re-
gion im Exon 10 vom RHD-Gen (Accession No. X63097). 
Primer: RDA, RDB; TaqMan®-Sonde: RDT. PCR-Produktlänge: 74 Bp. 
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DCE-Taq2      1                                                            CGG 3 
RHCE-exon7  187 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCACCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTCATACTGTCTGGAACGG 248 
RHD-exon7   128 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTGATACCGTCGGAGCCGG 189 
MS-Dex7c      1                                    GCTGGTGCTTGATACCGTCGTAGC    24 
 
DCE-Taq2      4 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGC                                        26                     
RHCE-exon7  249 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 310 
RHD-exon7   190 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 251 
RH-com        1                                                    CCAACTCAGGA 11 
 
RHCE-exon7  311 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACT                        349 
RHD-exon7   252 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACTCGGGGCCAGGTGCTCAGTAGGCT 313 
RH-com       12 AGAAATGTGTGCAGAG                                               27                     
 
 
Sequenzunterschiede zwischen den Exonsn 7 von RHD und RHCE 
Primersequenz 
in Primer eingebaute Mutationen, sowie die dazugehörige Matrizensequenz 
TaqMan Sonde und dazugehörige Matrizensequenz 
Matrizensequenz 
 
Abbildung 5.15: Primer-Position Der Echtzeit-RHD-PCR zur Amplifikation eines im Vergleich zum 
ersten Primer-System (Abb. 5.3) verkürzten PCR-Produktes im Exon 7 des RHD-Gens. 
Primer: MS-Dex7c, RH-com; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq2. PCR-Produktlänge: 105 Bp. 
 
 
In Tabelle 5.7 und Abbildung 5.16 werden exemplarisch die PCR-Ergebnisse präsentiert, die bei 
der Untersuchung der Blutplasma-DNA von zwei schwangeren RhD-negativen Probandinnen 
erzielt wurden. Die RHD-Genotypisierung der entsprechenden Amnionflüssigkeits-DNA mittels 
RHD-PCR fiel in beiden Fällen eindeutig RHD-positiv aus.  
 
 
Ø Ct  ± STDEV Probandin 
(RhD-Status) PCR 
PCR-Produktgröße 
[Bp] Phenol-Chloroform-
Extraktion Säulenextraktion 
74 35,4 ± 0,6 38,8 ± 0,3 
105 35,3 ± 0,5 37,8 ± 1,3 RHD 
186                40,0 39,8 ± 0,4 
17 
(RhD-negativ) 
RHCE 181 33,1 ± 0,2 34,1 ± 0,1 
74 39,4 ± 2,3                39,0 
105 35,9 ± 0,4 39,6 ± 1,1 RHD 
186                40,2                39,0 
18 
(RhD-negativ) 
RHCE 181 34,4 ± 0,2 35,3 ± 1,0 
 
Tabelle 5.7: Ct-Werte der RHD- und RHCE-spezifischen Echtzeit-PCR-Versuche, die mit der Blut-
plasma-DNA von zwei RhD-negativen schwangeren Probandinnen (17 und 18) durchgeführt wurden, 
um die Amplifikation verschiedener PCR-Produktgrößen miteinander zu vergleichen. Die zugehöri-
gen Amplifikationskurven der RHD-spezifischen Amplifikation sind in Abbildung 5.16 abgebildet. Die 
aufgeführten Ø Ct-Werte wurden jeweils aus Doppelbestimmungen gemittelt. Ct-Werte ohne Standardab-
weichung entsprechen Doppelbestimmungen, bei denen nur in einem Fall ein signifikanter Fluoreszenzan-
stieg gemessen werden konnte. Für den direkten Vergleich der verschiedenen PCR-Läufe wurden die 
Ct-Werte auf der Grundlage des aus den einzelnen PCR-Läufen gemittelten Schwellenwertes RFU 45 (ma-
nuell festgelegt) ermittelt. 
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Abbildung 5.16: Amplifikationskurven von RHD-spezifischen Echtzeit-PCR-Versuchen mit Blut-
plasma-DNA von zwei RhD-negativen Schwangeren mit Variationen der PCR-Produktlänge. 
Primer-Kombinationen:  (1) RDA, RDB mit Taqman®-Sonde RDT (74 Bp);  
(2) MS-Dex7c, RH-com mit Taqman®-Sonde DCE-Taq2 (105 Bp);  
(3) MS-Dex7, RH-com mit Taqman®-Sonde DCE-Taq1 (186 Bp). 
Die in den Diagrammen jeweils gemeinsam abgebildeten Amplifikationskurven sind bei der Untersuchung 
der gleichen DNA-Probe erhalten worden. Die in den PCR-Versuchen eingesetzten DNA-Proben wurden 
entweder mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (E, G), oder mittels Säulenextraktion (F, H) präpariert. Es 
wurden 645 µl beziehungsweise 800 µl Blutplasma prozessiert und in insgesamt 50 µl Puffer aufgenom-
men, hiervon wurden 1:5 v/v in der PCR-Reaktionslösung eingesetzt.  
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In der RHD-Echtzeit-PCR konnten mit dem hier beschriebenem Versuch eindeutige Unterschie-
de zwischen den Amplifikationskurven der Blutplasma-DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion 
und denen der DNA der Säulenextraktion erkannt werden. 
Die Amplifikationskurven der DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion zeigten im Fall der 
Amplifikation von kürzeren PCR-Produkten (74 Bp, 105 Bp) kleinere Ct-Werte und höhere ma-
ximale Fluoreszenzintensitäten, im Vergleich zu denen der Säulenextraktion (vergleiche z.B. E 
und F in Abb. 5.16). Die Amplifikationskurven der DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion, die 
dem längsten PCR-Produkt (186 Bp) zuzuordnen sind, fallen sehr flach aus (siehe E und G in 
Abildung 5.16). Im Vergleich zu den Amplifikationskurven der Säulenextraktion sind bei der 
Amplifikation dieses längsten PCR-Produktes geringere Ct-Werte erzielt worden (siehe 
Tab. 5.7). Im Fall der DNA-Proben der Phenol-Chloroform-Extraktion zeigt die Amplifikation-
seffizienz also eine starke Abhängigkeit von der PCR-Produktlänge (siehe z.B. G in Abb. 5.16). 
Die fötalspezifischen Fluoreszenzsignale, die im Echtzeit-RHD-PCR-Versuch mit der Plasma-
DNA RhD-negativer Frauen erhalten wurden (siehe F und H; Abb. 5.16), fielen für die unter-
schiedlichen PCR-Produktlängen homogener aus, im Vergleich zu denen, die bei der Untersu-
chung von Plasma-DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion beobachtet wurden. Zur Veran-
schaulichung dieser Beobachtung werden im folgenden die Standardabweichungen der Ct-Werte 
angegeben, die bei der Untersuchung der beiden DNA-Qualitäten von Probandin 17 und 18 beo-
bachtet werden konnten: 
 
STDEV Säulenextraktion Ø CtRHD (74, 105, 186 BP): 1,0 (Probandin 17) bzw. 0,3 (Probandin 18). 
STDEV Phenol-Chloroform-Extraktion Ø CtRHD (74, 105, 186 BP): 2,7 (Probandin 17) bzw. 2,3 (Probandin 18). 
 
Bei dem Versuch fötalspezifische Sequenzen im mütterlichen Blutplasma mittels RHD-PCR zu 
detektieren wurden mit DNA-Proben der Säulenextraktion falsch negative Ergebnisse erzielt 
(siehe z.B. Abb. 5.16; Diagramm H: Graphen 74 Bp und 186 Bp). 
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5.5.2 Vergleich von DNA aus Blutplasma oder Vollblut in der RHD-Echtzeit-PCR 
 
Bei der Untersuchung von Blutplasma-DNA, die mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe 
4.3.2.2) präpariert wurde, zeigte sich eine Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Quantifizie-
rung mit Hilfe der PicoGreen®-Färbung und anschließender Fluoreszenzmessung (siehe 4.4.2) 
und den Ergebnissen, die in der quantitativen Echtzeit-PCR erzielt wurden (siehe 4.4.3). Für bei-
de Quantifizierungsmethoden kam hierbei die gleiche Verdünnungsreihe einer aus Vollblut prä-
parierten DNA zum Einsatz. Im Vergleich wurden aber mit der Picogreen®-Fluoreszenz-
Detektion für die zu untersuchenden Blutplasma-DNA-Proben viel höhere Konzentrationen er-
mittelt, als mit der quantitativen Echtzeit-SRY-PCR (ohne Abb.). Die schlechte Amplifikation-
seffizienz der PCR-Versuche mit DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion konnte verschiedene 
Ursachen haben: 
 
- Eine Präparationsmethoden-abhängige Einschleppung von im Blut vorhandenen PCR-
Inhibitoren [Al-Soud & Radstrom, 2001], 
- Rückstände von organischem Lösungsmittel, die ebenfalls PCR-Inhibitoren darstellen, 
- eine generell schlechtere Qualität der zellfreien Blutplasma-DNA, im Vergleich zu der 
aus Blutzellen präparierten DNA. 
 
Um die Frage zu klären, ob eventuell methodenabhängig eingetragene Inhibitoren die PCR-
Reaktion hemmen, wurde in einem weiteren Versuch die Amplifikation von qualitativ hochwer-
tiger DNA unter den nachgestellten Versuchsbedingungen der DNA der Phenol-Chloroform-
Extraktion überprüft. Die Zugabe von DNA-Präparaten aus Amnionflüssigkeitsüberstand oder 
aus Blutplasma der Phenol-Chloroform-Extraktion zur Reaktionslösung einer RHCE-, sowie 
einer RHD-spezifischen PCR hatte keine Auswirkungen auf die Amplifikation von qualitativ 
hochwertiger RHD-positiver DNA (Abb. 5.17). Die im Echtzeit-PCR-Versuch erhaltenen 
Amplifikationskurven lagen im exponentiell verlaufenden frühen Bereich der RHCE- bezie-
hungsweise RHD-PCR-Reaktion übereinander und wiesen sehr ähnliche Ct-Werte auf. Die An-
wesenheit von PCR-Inhibitoren in den DNA-Proben der Phenol-Chloroform Extraktion war auf-
grund dieses Versuchsergebnis auszuschließen. 
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Abbildung 5.17: Amplifikationskurven von RHD- und RHCE-spezifischen Echtzeit-PCR-Versuchen 
zur Überprüfung der Anwesenheit von PCR-Inhibitoren in DNA-Proben der Phenol-Chloroform-
Extraktion. Primer: MS-Dex7 bzw. MS-CEex7, jeweils mit RH-com; TaqMan®-Sonde: DCE-Taq1. 
Für die PCR-Reaktionen wurden jeweils 2,4 ng RHD-positive DNA eingesetzt, die nach der Säulenextrak-
tionsmethode aus Vollblut isoliert worden war. Diese DNA wurde allein im PCR-Versuch eingesetzt (Voll-
blut-DNA), außerdem erfolgte die Zugabe von 1:6,75 v/v DNA-Probe, die aus Blutplasma oder Amni-
onflüssigkeitsüberstand nach der Phenol-Chloroform-Methode gewonnen worden war (Plasma- bzw. Am-
nionfl.-Extrakt). Zusätzlich werden die Amplifikationskurven der Blindversuche ohne DNA abgebildet 
(BP). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. Die Ct-Werte der jeweils zu vergleichenden 
sechs Einzelreaktionen zeigen keine auffälligen Unterschiede (siehe STDEV):  
Ø Ct RHCE = 22,27 ± 0,34 (Basislinie 12-26, Schwellenwert RFU 47); 
Ø Ct RHD = 23,53 ± 0,08 (Basislinie 12-26, Schwellenwert RFU 60). 
 
 
Mit einem weiteren Versuch konnte eindeutig gezeigt werden, dass die schlechte Effizienz der 
Amplifikation in PCR-Versuchen mit Blutplasma-DNA der Phenol-Chloroform-Extraktion auf 
die für diese DNA spezifische Qualität zurück zu führen ist. 
Mit der Blutprobe einer RhD-positiven Testperson wurden drei verschiedene DNA-
Präparationen vorgenommen: 
 
a) Phenol-Chloroform-Extraktion anhand der Blutzellen (Abschnitt 4.3.2.3), 
b) Silikagelmembran-Säulenextraktion anhand der Blutzellen (Abschnitt 4.3.1.1) und 
c) Phenol-Chloroform-Extraktion anhand des Blutplasmas (Abschnitt 4.3.2.2). 
 
Die Konzentration der DNA-Probe aus Präparation a) wurde mittels photometrischer Messung 
ermittelt (siehe 4.1.1). Mit allen DNA-Proben wurden Verdünnungsreihen in TE-Puffer ange-
setzt, wobei aufgrund der vorherigen photometrischen Messung die einzelnen Konzentrationen 
der Verdünnungsreihe der Präparation a) bekannt waren. Diese Konzentrationen wurden dann 
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bei der Quantifizierung mit der PicoGreen®-Methode als Standardreihe eingesetzt, um die Kon-
zentrationen der anderen beiden Verdünnungsreihen b) und c) zu bestimmen (Tab. 5.8). 
Im Anschluß wurden die einzelnen DNA-Konzentrationen in einer RHD-Echtzeit-PCR einge-
setzt (Abb. 5.18). Es sollte überprüft werden, ob die für die Echtzeit-PCR typische lineare Be-
ziehung zwischen dem Logarithmus der Anzahl an Startkopien und den dazu ermittelten Ct-
Werten besteht. Anhand der Geradensteigung sollte ein Vergleich der Amplifikationseffizienz 
zwischen den PCR-Versuchen mit verschiedenen DNA-Qualitäten gezogen werden. 
 
 
DNA-Konz. 
[pg / 5 µl] 
log (DNA-Konz.) RFU STDEV(RFU) 
a) DNA-Standardreihe: Phenol-Chloroform-Extraktion anhand von Blutzellen (R2 = 0,9999) 
60.000 4,78 5.311 167 
30.000 4,48 2.655 90 
6.000 3,78 534 15 
3.000 3,48 248 25 
600 2,78 84 4 
300 2,48 55 3 
60 1,78 41 20 
b) DNA-Verdünnungsreihe: Säulenextraktion anhand von Blutzellen 
44.311 4,65 3.923 132 
20.044 4,30 1.784 75 
3.656 3,56 339 9 
1.881 3,27 182 6 
499 2,70 61 1 
283 2,45 42 2 
136 2,13 29 2 
c) DNA-Verdünnungsreihe: Phenol-Chloroform-Extraktion anhand von Blutplasma 
17.773 4,25 1.583 33 
11.591 4,06 1.038 27 
3.102 3,49 290 9 
1.276 3,11 129 5 
300 2,48 43 3 
 
Tabelle 5.8: Ergebnisse zur Quantifizierung von DNA-Verdünnungsreihen verschiedener Qualitäten 
mit Hilfe der PicoGreen®-Methode. Mit der DNA-Probe, die mittels Phenol-Chloroform-Extraktion von 
Blutzellen präpariert worden war, wurde eine photometrische Konzentrationsbestimmung vorgenommen  
(92 ng/µl, E260/280 = 1,78) und eine definierte Verdünnungsreihe a) erstellt. Im Quantifizierungsversuch mit 
PicoGreen® diente diese Verdünnungsreihe als DNA-Standardreihe (fett gedruckt). Durch Abgleich der 
gemessenen relativen Fluoreszenzwerte (RFU) mittels linearer Regression wurden die Konzentrationen der 
anderen zu untersuchenden DNA-Verdünnungsreihen b) und c) berechnet. Der Korrelationskoeffizient der 
DNA-Standardkurve betrug hierbei R2: 0,9999. Die Blutzellen und das Blutplasma, die als Ausgangsmate-
rial für die DNA-Präparation dienten, sind der selben RhD-positiven Vollblutprobe entnommen worden. 
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Abbildung 5.18: Lineare Beziehung zwischen den Ct-Werten und den logarithmischen Werten der 
Anzahl von Startkopien in einer RHD-Echtzeit-PCR mit Konzentrationen von den drei unterschied-
lichen DNA-Verdünnungsreihen in Tabelle 5.8. 
Primer: MS-Dex7, RH-com; TaqMan®-Sonde: Taq-DCE1. 
Es sind nur die DNA-Konzentrationen aufgeführt, mit denen in beiden Reaktionen einer Doppelbestim-
mung ein RHD-spezifisches Signal detektiert werden konnte.  
a) DNA-Standardreihe (Phenol-Chloroform-Extraktion anhand von Blutzellen):  
Detektionsgrenze = 6 pg / PCR-Reaktion, Ct = 38,4; Korrelationskoeffizient = 0,9885.  
b) DNA-Verdünnungsreihe (DNA-Präparation mit DNeasyTM Tissue-Kit anhand von Blutzellen):  
Detektionsgrenze = 136 pg / PCR-Reaktion, Ct = 38,7; Korrelationskoeffizient = 0,9553.  
c) DNA-Verdünnungsreihe (Phenol-Chloroform-Extraktion anhand von Blutplasma):  
Detektionsgrenze = 300 pg / PCR-Reaktion, Ct = 41,8; Korrelationskoeffizient = 0,9521. 
 
Mit Hilfe dieses Versuchs konnte die eindeutige Aussage gemacht werden, dass sowohl mit der 
Phenol-Chloroform-Extraktion, als auch mit der Säulenextraktion qualitativ gleichwertige DNA-
Präparate aus Vollblut erstellt und mit ähnlicher Effizienz im PCR-Versuch amplifiziert werden 
können (Geradensteigung: -3,7 bzw –4,4, siehe Abb. 5.18). Die DNA-Präparation aus Blutplas-
ma mittels Phenol-Chloroform-Extraktion erbringt dagegen eine qualitativ minderwertige DNA, 
die im PCR-Versuch mit nur geringer Effizienz amplifiziert werden kann (Geradensteigung: 
-7,7, siehe Abb. 5.18). 
 
5.5.3 SRY-spezifische PCR anhand von mütterlicher Blutplasma-DNA  
 
Um eine Aussage über den Degradationsgrad der frei zirkulierenden fötalen DNA im mütterli-
chen Blutplasma machen zu können, wurden verschiedene Y-Chromosom-spezifische SRY-
PCR-Versuche anhand von mütterlicher Blutplasma-DNA durchgeführt. 
Die acht Frauen, deren Blutplasma für die DNA-Präparation verwendet wurde, erwarteten die 
Geburt eines Sohnes (Information vom Evangelischen Krankenhaus Oberhausen).  
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Die DNA-Präparation erfolgte sowohl nach der Phenol-Chloroform-Extraktion, als auch nach 
der Silikagelmembran-Säulenextraktion. Ausgehend von einem literaturbeschriebenen PCR-
Versuch zur Detektion fötaler DNA im mütterlichen Plasma [Lo et al., 1998] sind weitere Pri-
mer entworfen worden, um auf dem gewählten Bereich des Y-Chromosoms PCR-Produkte un-
terschiedlicher Länge amplifizieren zu können (137 Bp, 446 Bp oder 492 Bp). Die Sensitivität 
der PCR-Reaktion wurde anhand der parallel durchgeführten Untersuchung von Konzentrationen 
einer SRY-positiven DNA-Verdünnungsreihe überprüft (Säulenextraktion anhand von Vollblut).  
Abb. 5.19 zeigt die Ergebnisse der elektrophoretischen Auftrennung der erhaltenen Amplifikate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.19: 4 %ige NuSieve-Agarose-Gele nach Ethidiumbromidfärbung (Negativdarstellung) 
mit Amplifikaten von SRY-PCR-Versuchen von unterschiedlicher PCR-Produktlänge.  
Primer: A, B: SRY-109F, SRY-245R; C, D: SRY-109Fa, SRY-245R; E, F: SRY-109Fa, SRY-245Ra. 
DNA-Verdünnungsreihen A, C, D: Jeweils Bahn 2 → 8 (1000, 500, 250, 100, 50, 25, 5 [pg DNA/PCR]).  
PCR mit Blutplasma-DNA von Schwangeren: B, D, F.  
DNA-Präparation mittels Phenol-Chloroform-Extraktion: A Bahnen 1 → 5; D, F jeweils Bahnen 2 → 6. 
DNA-Präparation mittels Säulenextraktion: A Bahnen 6 → 8; D, F jeweils Bahnen 5 → 7.  
PCR-Blindproben (ohne DNA): A Bahnen 9, 10; C Bahn 9; E Bahnen 9, 10. DNA-Längenstandards:  
A Bahn 1 (100 Bp DNA-Leiter); A Bahn 11, B, F jeweils Bahn 1 (DNA-Sizer XV). 
 
Für alle drei SRY-spezifischen Primer-Paare konnte bei der Anwendung auf die gleiche Ver-
dünnungsreihe männlicher DNA eine Sensitivität von 5 pg pro PCR-Reaktion festgestellt wer-
den. Die fötalspezifische Detektion von SRY-Sequenzen in mütterlicher Blutplasma-DNA ge-
lang aber nur mit der geringsten PCR-Produktgröße von 137 Bp, wobei dies sowohl mit DNA 
der Phenol-Chloroform-, als auch mit der der Säulenextraktion zu beobachten war (siehe 
Abb. 5.19; Gel B: Bahnen 1 und 3 bzw. Bahnen 7 und 8). 
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5.5.4 Beurteilung der Qualität von Blutplasma-DNA nach elektrophoretischer Auftren-
nung im Polyacrylamidgel 
 
Um festzustellen, ob bei der Blutplasma-DNA im Vergleich zur DNA aus Blutzellen eine De-
gradation vorliegt, wurden beide DNA-Qualitäten im Polyacrylamidgel der Elektrophorese un-
terworfen und die erhaltenen Banden mittels Silberfärbung sichtbar gemacht. Zusätzlich wurden 
die DNA-Qualitäten verschiedener Präparationsmethoden (Silikagelmembran-Säulenextraktion 
oder Phenol-Chloroform-Extraktion) verglichen (Abb. 5.20).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
Abbildung 5.20: 5 %iges Polyacrylamidgel nach der Silberfärbung zur Beurteilung von elektropho-
retisch aufgetrennter Blutzellen- und Blutplasma-DNA. 
Blutzellen-DNA:  Bahn 1: 100 ng, Phenol-Chloroform-Extraktion mit Proteinase K Verdau. 
Bahn 2: 100 ng, Säulenextraktionsmethode. 
Blutplasma-DNA:  Bahn 5: 24 ng, Phenol-Chloroform-Extraktion mit Proteinase K Verdau, Verein-
igung mehrerer Proben und Aufkonzentrierung in einer Vakuumkzentrifuge  
Bahn 6: 7 ng, Phenol-Chloroform-Extraktion mit Proteinase K Verdau. 
Bahn 7: 15 ng, Säulenextraktionsmethode mit anschließender Ethanolfällung aus 
vereinigten Proben, sowie Aufkonzentrierung in einer Vakuumkzentrifuge. 
DNA-Längenstandards:  Bahn 3: 100 Bp-Leiter erweitert bis 5000 Bp, Bahn 4: 100 Bp-Leiter,  
Bahn 8: pUC 19 / Msp I.  
Die Konzentrationen der DNA-Präparationen aus Blutplasma sind mit der Picogreen®-Methode, die der 
Blutzellen-DNA mittels photometrischer Messung bestimmt worden und dienten als Grundlage der ge-
schätzten DNA-Menge pro Geltasche. Blutzellen und Plasma sind der selben Vollblutprobe einer Testper-
son entnommen worden. 
 
Während die hochmolekulare Blutzellen-DNA bei der Elektrophorese nicht ins Polyacrylamidgel 
eingewandert ist, zeigen die unterschiedlichen Blutplasma-DNA-Proben ein breites Banden-
spektrum, wobei ein Großteil der DNA-Fragmente kleiner als 500 Bp groß ist (Abb. 5.20).  
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5.6 RHD-Zygotiebestimmung mittels relativer Genquantifizierung  
 
 
Bei der vorgeburtlichen ärztlichen Betreuung von Rhesus-D-negativen Frauen könnte eine Rhe-
sus-D-Zygotiebestimmung des betreffenden Vaters, eine Risikoeinschätzung der Schwanger-
schaft für die Geburt eines Rhesus-D-positiven Fötus ermöglichen.  
Ist der Vater ebenfalls Rhesus-D-negativ, bedarf es keiner besonderen Schwangerschaftsbetreu-
ung im Hinblick auf eine eventuelle Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind. Wenn 
der Vater heterozygoter Träger des RHD-Gens ist, besteht eine Wahrscheinlichkeit von 50 %, 
dass das Kind ein Rhesus-D-Allel vom Vater vererbt bekommt. Kinder von homozygoten Trä-
gern des RHD-Gens sind hingegen in jedem Fall Rhesus-D-positiv. In diesem Fall muß eine pro-
phylaktische Anti-D-Immunglobulin Behandlung bei der Schwangeren durchgeführt werden. 
Wird diese Behandlung versäumt, ist eine intensive medizinische Überwachung der Schwanger-
schaft angebracht.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Multiplex-Echtzeit-PCR entwickelt, mit der eine 
relative Quantifizierung des RHD- zum RHCE-Gen möglich ist (siehe 4.4.3). Die parallele 
Amplifikation von RHD und RHCE erfolgte hierbei mit allelspezifischen Beacon-Primern (sie-
he 4.7.2).  
Das Verhältnis der RHD- zu den RHCE-Genkopien entspricht beim RHD-heterozygoten Geno-
typ 1:2 und beim RHD-homozygoten Genotyp 2:2. Für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen standen Blutproben zur Verfügung, deren Rhesus-Status auf-
grund von serologischen Untersuchungen bekannt war (siehe 4.1.1), nicht aber die vorliegende 
RHD-Zygotie. Um einen molekulargenetischen Test für die Anwendung in der medizinischen 
Diagnostik zu etablieren, muß das Testergebnis anhand einer unabhängigen Methode bestätigt 
werden. Zu diesem Zweck wurde eine zweite molekulargenetische Genquantifizierung für RHD 
und RHCE auf der Grundlage der Quantitativen Fluoreszenz (QF-) PCR (siehe 4.4.4) entwickelt.  
 
Es wurden anhand von 87 RhD-positiven Blutproben DNA-Präparationen vorgenommen und 
diese zunächst in der Quantitativen Fluoreszenz PCR und anschließend in der Echtzeit-PCR auf 
die vorliegende RHD-Zygotie hin getestet. Zusätzlich erfolgte die Untersuchung von 11 RhD-
negativen Blutproben, die in beiden Untersuchungsreihen als Negativkontrollen dienten. 
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5.6.1 RHD-Zygotiebestimmung mittels quantitativer Fluoreszenz (QF) -PCR 
 
Die quantitative Fluoreszenz-PCR (siehe 4.4.4) zur RHD-Zygotiebestimmung erfolgte mit DNA-
Proben, die mittels Silikagel-Säulenextraktions gewonnen worden waren (siehe 4.3.1.1). Dem 
Prinzip der mutagenetisch separierenden PCR (siehe 4.6.1) folgend wurden der RHCE- und der 
RHD-spezifische Primer (MS-CEex7 bzw. MS-Dex7, siehe Abb. 5.1) mit einem gemeinsamen 
fluoreszenzmarkierten Gegen-Primer (RH-com-Fl) parallel eingesetzt. Die Auswertung des 
PCR-Versuchs erfolgte mittels Kapillarelektrophorese (siehe 4.5.3), hierbei diente der Integral-
Quotient der Peaks im Elektropherogramm, die den RHCE- und RHD-spezifischen PCR-
Produkten zuzuordnen waren, als Grundlage der statistischen Auswertung. Die Peak-Höhe, so-
wie deren Integralfläche sind proportional zur Ausgangsmenge der als Matrize dienenden DNA-
Sequenz. Anhand der berechneten Integral-Quotienten (RHCE / RHD) sollten in der untersuch-
ten Stichprobe von 87 RhD-positiven Testpersonen zwei verschiedene Populationen erkannt 
werden, die entweder dem RHD-heterozygoten (RHCE:RHD = 2:1) oder dem RHD-
homozygoten (RHCE:RHD = 2:2) Genotyp entsprechen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.21 
zusammengefasst. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.21: Reihenuntersuchung von 87 RhD-positiven Testpersonen zur RHD-Zygotie-
bestimmung mittels quantitativer Fluoreszenz-PCR (Primer-Kombination: MS-CEex7, MS-Dex7, 
RH-com-Fl). Als Datengrundlage dient der Integral-Quotient (RHCE / RHD) der Peaks im Elektrophe-
rogramm, die den RHCE- bzw. RHD-spezifischen PCR-Produkten zuzuordnen sind. Im Histogramm A ist 
die Häufigkeitsverteilung der gesammelten Daten angegeben. Im Diagramm B werden die gesammelten 
Daten in Abhängigkeit ihrer Differenz zum Arithmetischen Mittel (0,84) dargestellt, wobei als Einheit für 
die x-Achse die Standardabweichung (± 0,32) gewählt wurde. Niedrigere Werte, die im Diagramm B rechts 
vom Arithmetischen Mittel (Standardabweichung = 0) liegen, werden der Population 1, höhere Werte, die 
links vom Arithmetischen Mittel liegen, der Population 2 zugeordnet. Die Farbkennzeichnung wurde  im 
Histogramm A übernommen. 
 
Das hier abgebildete Histogramm (A) zeigt die Häufigkeitsverteilung der Einzelergebnisse bezo-
gen auf die Bandbreite der erhaltenen Integral-Quotienten. Zwei Gruppen von Daten lassen sich 
anhand der zwei Maxima, sowie der Distanz zwischen beiden Gruppen unterscheiden.  
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Im abgebildeten Diagramm (B) werden deutlich zwei unterschiedliche Datenpopulationen sicht-
bar. Einmal sind die Werte niedriger als das Arithmetische Mittel aller ermittelten Integral-
Quotienten (Population 1) und einmal sind sie höher (Population 2). Die relative Quantifizierung 
vom RHD- zum RHCE-Gen lässt bei den Testpersonen, deren Integral-Quotient der Population 1 
zuzuordnen ist, auf den RHD-homozygoten Genotyp schließen, bei den Testpersonen, deren In-
tegral-Quotient der Population 2 angehört, dagegen auf den RHD-heterozygoten Genotyp. Im 
folgenden wird die schematische Häufigkeitsverteilung der Daten, die für die RHD-
homozygoten bzw. RHD-heterozygoten Genotypen erhoben worden sind, im Box- und Whisker-
Diagramm (siehe 4.8.1.1) dargestellt (siehe Abb. 5.23). Es werden ebenfalls die statistischen 
Lage- und Streuungsmaße mit den jeweiligen Vertrauensbereichen tabellarisch aufgeführt 
(Tab. 5.9). Bei der Untersuchung der 11 RhD-negativen Testpersonen konnten kein 
RHD-spezifisches PCR-Produkte nachgewiesen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.22: Box- und Whisker-Diagramm für die mittels quantitativer Fluoreszenz-PCR in einer 
Reihenuntersuchung von 87 RhD-positiven Testpersonen ermittelten Integral-Quotienten (RHCE / 
RHD). Es konnten zwei Datenpopulationen erkannt werden, die entweder auf den RHD-homozygoten, o-
der den RHD-heterozygoten Genotyp schließen lassen.  
 
Integral- 
Quotient 
(RHCE / RHD) 
 
Anzahl Mittelwert Standard- abweichung 
95 %  
Konfidenzintervall  
(Mittelwert) 
Median 
95 %  
Konfidenzintervall  
(Median) 
RHD-
homozygot 
Population 1 
52 0,60 0,08 0,58 bis 0,62 0,61 0,57 bis 0,63 
RHD-
heterozygot 
Population 2 
35 1,19 0,20 1,12 bis 1,26 1,14 1,09 bis 1,21 
 
Tabelle 5.9: Statistische Daten zu den zwei Populationen von Integral-Quotienten (RHCE / RHD), die 
mittels quantitativer Fluoreszenz-PCR in einer Reihenuntersuchung von 87 RhD-positiven Testpersonen 
ermittelt worden sind und die entweder auf den RHD-homozyoten, oder RHD-heterozygoten Genotyp 
schließen lassen. 
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5.6.2 RHD-Zygotiebestimmung mittels Beacon-Primer Allel-diskriminierender 
(BAD-) PCR  
 
 
Der Echtzeit-PCR-Test zur RHD-Zygotiebestimmung wurde mit DNA-Proben durchgeführt, die 
sowohl nach der Silikagel-Säulenextraktion (siehe 4.3.1.1), als auch nach der 
Schnellpräparationsmethode aus Vollblut (siehe 4.3.2.1) gewonnen worden waren. Für den Test 
wurden ein RHCE- und ein RHD-spezifischer Beacon-Primer (BP-CEex7 bzw. BP-Dex7) ent-
worfen und im Echtzeit-PCR-Versuch mit einem gemeinsamen Gegen-Primer (RH-comy) ein-
gesetzt (Abb. 5.24). Aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierung der Beacon-Primer 
konnten die in der gleichen Reaktion ablaufende RHCE- bzw. RHD-Produktamplifikation 
detektiert werden. Die Diskriminierung zwischen beiden Gensequenz wurde mit Hilfe der 
mutagenetisch separierenden PCR (siehe 4.6.1) erreicht.  
 
 
 
                              ACCTGGTCGTTTCGACCAGGT 
BP-Ceex7      1                                 GCTGCTGGTGCTTCATACTGTTTGGAA    48 
RHCE-exon7  187 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCACCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTCATACTGTCTGGAACGG 248 
RHD-exon7   128 CTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTGATACCGTCGGAGCCGG 189 
BP-Dex7       1                                    GCTGGTGCTTGATACCGTCGTAGC    45 
                                     AGGACCAGCTTTGCTGGTCCT 
 
RHCE-exon7  249 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 310 
RHD-exon7   190 CAATGGCATGTGGGTCACTGGGCTTACCCCCCATCCCCTTAACACTCCCCTCCAACTCAGGA 251 
  
RHCE-exon7  311 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACT                        349 
RHD-exon7   252 AGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACTCGGGGCCAGGTGCTCAGTAGGCT 313 
RH-comy       1              GAGTCCTTAGCTGGGGCGTGTGCACT                        26 
 
Sequenzunterschiede zwischen Exon 7 von RHD und RHCE 
Primersequenz 
in Primer eingebaute Mutationen, sowie die dazugehörige Matrizensequenz 
FAM-gelabelter Molecular Beacon-Schwanz 
HEX-gelabelter Molecular Beacon-Schwanz 
Matrizensequenz 
 
Abbildung 5.23: Position des RHCE- und des RHD-spezifischen Beacon-Primer (BP-CEex7 und 
BP-Dex7), sowie des gemeinsamen Gegen-Primer (RH-comy) im Exon 7 von RHD und RHCE. Die 
3’-Enden der Beacon-Primer wurden auf einen Sequenzabschnitt gelegt, in dem sich die Sequenzen von 
RHD und RHCE um drei Basenpaare voneinander unterscheiden. In direkter Nachbarschaft zu diesen Ba-
senpaaren wurden dem RHD-spezifischem Primer in der vierten 3’-Position (T statt G) und dem RHCE-
spezifischem Primer in der sechsten 3’-Position (T statt C) eine Mutation eingefügt. Beide Beacon-Primer 
weisen jeweils einen Fluoreszenz-markierten Sequenzabschnitt (21 Bp) am 5’-Ende auf („Molecular Bea-
con Schwanz“), der zur Ausbildung einer Haarnadelstruktur nach dem Prinzip eines Molecular Beacon be-
fähigt ist. Die RHCE-PCR-Produktlänge beträgt 152 Bp, die RHD-PCR-Produktlänge 149 Bp. 
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Für jede der 87 RhD-positiven und die 11 RhD-negativen Testpersonen wurden jeweils drei 
CtRHCE- und gegebenenfalls CtRHD-Werte in unabhägigen PCR-Versuchen ermittelt. Dazu wur-
den jeweils nur Amplifikationskurven ausgewertet, die einen gleichmäßigen Verlauf im Bereich 
einer für alle PCR-Versuche festgelegten Basislinie zeigten.  
Im Bereich des exponentiell ansteigenden Verlaufs der Amplifikationskurven wurde für alle 
PCR-Läufe der gleiche Schwellenwert für die Berechnung der Ct-Werte manuell eingestellt, um 
homogene Daten für die unabhängigen PCR-Versuche zu gewährleisten. Als Grundlage der sta-
tistischen Auswertung der gesammelten Daten diente die gemittelte Differenz der für RHCE und 
RHD gemessenen Ct-Werte (∆CtRHCE-RHD). Einen Überblick der gesammelten Daten verschafft 
Abb. 5.24. Das abgebildete Histogramm (A) zeigt die Häufigkeitsverteilung der Einzelergebnisse 
bezogen auf die Bandbreite der erhaltenen ∆CtRHCE-RHD-Werte. Aufgrund der zwei Maxima kann 
auf zwei unterschiedliche Daten-Populationen geschlossen werden. Im abgebildeten Diagramm 
(B) sind die zwei unterschiedlichen Datenpopulationen anhand ihrer Position in Bezug auf das 
Arithmetische Mittel zu unterscheiden, einmal sind die Werte niedriger (Population 1) und ein-
mal sind sie höher als der Mittelwert aller ∆ Ct RHCE-RHD –Werte (Population 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.24: Reihenuntersuchung von 87 RhD-positiven Testpersonen zur RHD-
Zygotiebestimmung mittels Beacon-Primer Allel-diskriminierender PCR (Primer-Kombination: 
BP-CEex7, BP-Dex7, RH-comy). Datengrundlage ist die gemittelte Differenz der jeweils für RHCE und 
RHD gemessenen Ct-Werte (∆ Ct RHCE-RHD), wobei die Basislinie allgemein auf die PCR-Zyklen 5 bis 22 
und der Schwellenwert auf RFU 150 festgelegt wurde. Histogramm A zeigt die Häufigkeitsverteilung der 
gesammelten Daten. Im Diagramm B werden die gesammelten Daten in Abhängigkeit ihrer Differenz zum 
Arithmetischen Mittel (-2,18) dargestellt, wobei als Einheit für die x-Achse die Standardabweichung 
(± 1,49) gewählt wurde. Niedrigere Werte, die im Diagramm B rechts vom Arithmetischen Mittel 
(Standardabweichung = 0) liegen, werden der Population 1, höhere Werte, die links vom Mittelwert liegen, 
der Population 2 zugeordnet. Die Farbkennzeichnung wurde im Histogramm A übernommen. 
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Die relative Quantifizierung vom RHD- zum RHCE-Gen lässt bei den Testpersonen, deren 
∆CtRHCE-RHD–Wert der Population 1 zuzuordnen ist, auf den RHD-heterozygoten Genotyp 
schließen, bei den Testpersonen, deren ∆CtRHCE-RHD der Population 2 angehört, dagegen auf den 
RHD-homozygoten Genotyp.  
Die Häufigkeitsverteilung der Daten beider Gruppen wird zur Veranschaulichung im Box- und 
Whisker-Diagramm (Abschnitt 4.8.1.1) abgebildet (siehe Abb. 5.26), sowie die statistischen La-
ge- und Streuungsmaße mit den jeweiligen Vertrauensbereichen tabellarisch aufgeführt 
(Tab. 5.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.25: Box- und Whisker-Diagramm für die mittels Beacon-Primer Allel-diskriminierender-
PCR in einer Reihenuntersuchung von 87 RhD-positiven Testpersonen ermittelten ∆Ct RHCE-RHD- 
Werte. Es konnten zwei Datenpopulationen erkannt werden, die entweder auf den RHD-homozygoten, -
oder den RHD-heterozygoten Genotyp schließen lassen.  
 
∆Ct 
(RHCE – RHD) 
 
Anzahl Mittelwert Standard- abweichung 
95 %  
Konfidenzintervall  
(Mittelwert) 
Median 
95 %  
Konfidenzintervall  
(Median) 
RHD-
homozygot 
Population 2 
51 -1,06 0,45 -1,19 bis -0,94 -1,05 -1,21 bis –0,93 
RHD-
heterozygot 
Population 1 
36 -3,77 0,87 -4,07 bis –3,48 -3,66 -3,89 bis –3,45 
 
Tabelle 5.10: Statistische Daten zu den zwei Populationen von ∆Ct RHCE-RHD -Werten, die mittels Bea-
con-Primer Allel-diskriminierender PCR in einer Reihenuntersuchung von 87 RhD-positiven Testpersonen 
ermittelt worden sind und die entweder auf den RHD-homozyoten, oder RHD-heterozygoten Genotyp 
schließen lassen. 
 
Unter Anwendung der Beacon-Primer konnten mit den DNA-Proben der 11 RhD-negativen 
Testpersonen keine RHD-spezifischen Fluoreszenzsignale in der Echtzeit-PCR detektiert wer-
den. 
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5.6.3 Vergleich der Ergebnisse von zwei unabhängigen Untersuchungsreihen                
(QF- oder BAD-PCR) zur RHD-Zygotiebestimmung  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde bei 87 serologisch als RhD-positiv beurteilten Test-
personen mittels zwei unterschiedlicher molekulargenetischer Untersuchungen eine 
RHD-Zygotiebestimmung vorgenommen. Der Ergebnisvergleich von Quantitativer Fluoreszenz-
PCR und Beacon-Primer Echtzeit-PCR zeigte für 84 Testpersonen eine Übereinstimmung. Es 
wurden 50 Personen eindeutig als RHD-homozygot und 34 Personen eindeutig als 
RHD-heterozygot bestimmt. Die ermittelten Daten für die drei Personen (3,5 %), bei denen keine 
eindeutige RHD-Zygotiebestimmung vorgenommen werden konnte sind in Tabelle 5.11 aufge-
führt. 
 
 
QF-PCR BAD-PCR  
Proband 
 
Integral-Quotient 
(RHCE / RHD) 
RHD-Genotyp 
 
∆ Ct 
(RHCE – RHD) 
RHD-Genotyp 
 
m16 1,28  heterozygot -1,26  homozygot 
f21 0,79  homozygot -3,56  heterozygot 
f24 0,49  homozygot -3,67  heterozygot 
 
Tabelle 5.11: Ermittelte Daten für drei Probanden, bei denen keine übereinstimmende 
RHD-Zygotiebestimmung mittels Quantitativer Fluoreszenz-PCR und Beacon-Primer Allel-
diskriminierender Echtzeit PCR erreicht werden konnte. 
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6 Diskussion 
 
6.1 Pränatale RHD-Genotypisierung  
 
 
Die Anwendung der Rhesus-Anti-D-Prophylaxe bei RhD-negativen Frauen konnte die Gefahr 
einer möglichen Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind in der Schwangerschaft und 
das damit in Verbindung stehende Risiko von HDN (Hemolytic Disease of the Newborn) verrin-
gern [Robson et al., 1998]. Im Falle eines ebenfalls RhD-negativen Kindes geschieht die Anti-D-
Prophylaxe allerdings unbegründet. Die prophylaktische Verabreichung von Rhesus-Anti-D-
Immunglobulin bedeutet zwar keine Gefahr für Mutter und Kind, verursacht aber bei nicht not-
wendiger Anwendung unnötige Kosten für das Gesundheitssystem. 
Ein funktionsfähiger nicht-invasiver RHD-Genotypisierungstest für das ungeborene Kind, der 
auch das Ziel der vorliegenden Arbeit war, würde mehrere Vorteile mit sich bringen: 
 
 
- Die Möglichkeit zur gezielten Anwendung der Anti-D-Prophylaxebehandlung im Fall ei-
nes D-positiven Kindes. 
- Das Risiko einer fötal-maternalen Einblutung, die bei der pränatalen Blutabnahme für die 
serologische Bestimmung des fötalen Rhesus-Status auftreten kann, würde entfallen und 
damit auch die Gefahr des sogenannten „Booster-Effekts“ bei der Schwangeren (ver-
stärkte Antikörperbildung aufgrund der sekundären Immunantwort als Reaktion auf die 
Existenz von fötalen Erythrozyten mit D-Antigenen im Blutkreislauf der RhD-negativen 
Frau). 
- Im Fall eines D-positiven Kindes könnte die frühzeitige vorgeburtliche Betreuung im 
Hinblick auf eine HDN-Risikoschwangerschaft verbessert werden. 
- Im Fall eines D-negativen Kindes könnte die Durchführung von unnötigen Untersuchun-
gen mittels invasiver Methoden zur Überprüfung auf HDN verhindert werden.  
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6.1.1 Nicht-invasive Pränataldiagnostik anhand zellfreier fötaler DNA aus mütterlichem 
Blutplasma 
 
Die pränatale Diagnostik ist in Deutschland inzwischen nahezu selbstverständlicher Bestandteil 
der medizinischen Schwangerenvorsorge geworden. In Absprache mit dem betreuendem Arzt 
können hierbei nicht-invasive und invasive Diagnostikmethoden in Anspruch genommen wer-
den. Während in den Entwicklungsländern immer noch Infektionskrankheiten und Mangelernäh-
rung zu einem vorzeitigen Abbruch einer Schwangerschaft führen können, sorgen sich werdende 
Mütter in den Industrienationen eher darum, ob ihr Kind, trotz guter Lebensumstände, eventuell 
nicht gesund zur Welt kommen könnte [Bianchi & Lo, 2001]. Neben der Erkennung von fötalen 
und embryonalen Entwicklungsstörungen soll die pränatale Diagnostik hierzulande auch dazu 
dienen, Befürchtungen und Sorgen zu objektivieren und abzubauen [Vilmar & Bachmann, 
1998]. Die größte klinische Relevanz kommt bei den pränatal zu diagnostizierenden fötalen De-
fekten dem Down-Syndrom (Trisomie 21) zu. Für die vorgeburtliche Erkennung des Down Syn-
droms haben sich Diagnosemethoden im klinischen Routineablauf etabliert, die entweder mit 
einer hohen Fehlerquote behaftet sind oder sogar ein nicht zu vernachlässigendes Risiko für die 
Gesundheit von Mutter und Kind tragen (siehe 2.2.1 und 2.2.2.). Die Entwicklung neuer aussa-
gekräftiger nicht-invasiver Diagnostikmethoden für die vorgeburtliche Betreuung in der 
Schwangerschaft ist deshalb ein lang ersehntes Ziel der Medizin.  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, anhand der molekulargenetischen Untersuchung 
von zellfreier fötaler DNA aus dem mütterlichen Blutplasma bei Risikoschwangerschaften für 
HDN (Hemolytic Disease of the Newborn) eine RHD-Genotypisierung des ungeborenen Kindes 
vorzunehmen. Die hierfür notwendige DNA-Präparation erfordert lediglich die Entnahme einer 
geringfügigen Menge mütterlichen Blutes und birgt somit kein Risiko für die bestehende 
Schwangerschaft. Aufgrund der Prävention mittels Anti-D-Prophylaxe steht diese Thematik 
zwar im klinischen Routineablauf nicht in direkter Konkurrenz mit einer alternativen invasiven 
Methode, sie kann aber als Modellbeispiel einer nicht-invasiven Pränataldiagnostik für die De-
tektion eines Einzelgendefekts beim Fötus angesehen werden. 
Mit dem Ziel, eine Alternative für invasive Pränataldiagnostikmethoden zu finden, wurden in 
den letzten drei Jahrzehnten zahlreiche Versuche vorgenommen, zunächst aus mütterlichem Blut 
fötale Zellen (siehe 2.2.3) und dann in neuerer Zeit aus mütterlichem Blutplasma fötale zellfreie 
DNA (siehe 2.2.5) zu isolieren. Die Untersuchung von zellfreier DNA im Blutplasma oder Se-
rum für Diagnosezwecke ist auf verschiedene pathologische Zustände anwendbar, wie Krebs-
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krankheiten [Chen et al. 1996; Nawroz et al., 1996] oder Zellchimerismus nach Transfusionen 
und den damit einhergehenden Autoimmunreaktionen [David et al., 1999].  
Im Vergleich zur Konzentration von fötalen Zellen im mütterlichen Blut ist die Konzentration 
von zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Blutplasma aber bewiesener Maßen höher (siehe 
2.2.4 und 2.2.5.2). Die Isolierung von fötalen Zellen aus dem mütterlichen Blutkreislauf ist au-
ßerdem sehr arbeitsaufwendig und erfordert vom Laborpersonal in hohem Maße technisches 
Geschick, Sorgfalt und Erfahrung auf diesem Gebiet (siehe 2.2.3). Zudem besteht mitunter keine 
Gewähr dafür, dass die isolierten Zellen tatsächlich den kindlichen Genotyp repräsentieren; es ist 
fraglich, ob sie nicht vielmehr doch mütterlichen Ursprungs sind oder einem früher geborenen 
Geschwisterkind zugeordnet werden müssen (siehe 2.2.3 und 2.2.5.3). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun die zellfreie fötale DNA als mögliches Aus-
gangsmaterial für einen routinefähigen nicht-invasiven RHD-Genotypisierungstest am ungebo-
renen Kind getestet werden. 
 
 
6.1.2 Sammlung und Aufarbeitung von Blutproben 
 
Die Blutproben, die für die in der vorliegenden Arbeit vorgenommenen Untersuchungen zur 
Verfügung standen, stammten von RhD-negativen Schwangeren, bei denen aufgrund einer medi-
zinischen Indikation eine Amniozentese im Evangelischen Krankenhaus Oberhausen vorge-
nommen werden sollte. In den meisten Fällen wurde den Frauen aufgrund ihres erhöhten Alters 
(> 35 Jahre) die Durchführung der invasiven Untersuchung empfohlen, welche ungefähr in der 
12. bis 16. Schwangerschaftswoche durchgeführt wurde. Es bestand keine Möglichkeit, auf die 
Auswahl des Testpersonenkollektivs hinsichtlich des Schwangerschaftszeitpunktes Einfluß zu 
nehmen. Da nur ca. 15 % der Europäer RhD-negativ sind [Wagner et al., 2001], war auch die 
Anzahl der im festgelegten Zeitrahmen der vorliegenden Arbeit gesammelten Proben gering (ins-
gesamt ca. 60 Blutproben mit zuzuordnender Amnionflüssigkeit, siehe 4.1.3 und 4.1.4). Das Blut 
wurde in speziellen EDTA-Monovetten gesammelt, in denen die Blutgerinnung verhindert 
werden kann. Die Gefahr einer erhöhten EDTA-Konzentration in den aus Blutplasma gewonne-
nen DNA-Präparaten wurde als gering angesehen. Einer eventuell hierdurch verursachten Inhibi-
tion der Taq-DNA-Polymerase im PCR-Versuch hätte gegebenenfalls mit einer erhöhten Menge 
Magnesiumchlorid entgegengewirkt werden können. Die Abtrennung des Plasmas von den zellu-
lären Bestandteilen erfolgte über einen Zentrifugationsschritt, bei dem sich in den ausgewählten 
Monovetten eine Geldiffusionsschicht ausgebildet hat. Diese Gelbarriere zwischen festem Zell-
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material und flüssigem Blutanteil ermöglichte eine quantitative Überführung des abgetrennten 
Plasmas durch einfaches Umschütten.  
Entnommene Blutproben durften auf keinen Fall vor der Plasmaabtrennung eingefroren werden, 
um zu verhindern, dass zerstörte Erythrozyten Eisenionen des Hämoglobinkomplexes, die als 
starke PCR-Inhibitoren gelten [Al-Soud & Radstrom, 2001], an die Umgebung frei geben. Die 
hier beschriebene Probenprozessierung unterscheidet sich von denen anderer Autoren, die fötale 
Sequenzen im mütterlichen Plasma nachgewiesen haben und hierfür bei der Blutprobensamm-
lung einfache EDTA-Monovetten benutzten [Lo et al., 1997, 1999; Wei et al., 2001; Zhong et 
al., 2001; etc.]. Ohne Geldiffusionsschicht hätte das Blutplasma in mehreren Schritten pipettiert 
werden müssen, wobei dessen Abtrennung von der Monozytenschicht individuell von dem arbei-
tenden Laborpersonal abhängig gewesen wäre. Die experimentellen Anforderungen für die Prä-
paration von zirkulierender Tumor-DNA aus Plasma oder Serum von Krebspatienten sind ähn-
lich zu beurteilen wie die für die Isolation freier fötaler DNA aus dem Blutkreislauf von 
Schwangeren. Die Verwendung von Monovetten mit Gelbarriere wird auch für die Probensamm-
lung bei der Isolation zirkulierender Tumor-DNA aus Blutplasma empfohlen [Jen et al., 2000]. 
Da der Verdacht bestand, dass die sich während des Zentrifugierens bildende Gelbarriere even-
tuell freie DNA binden und damit die Konzentration der fötalen DNA im Blutplasma verringern 
könnte, wurde der Gebrauch von Monovetten mit Geldiffusionsschicht im Vergleich zu einfa-
chen Monovetten getestet (siehe 5.3.1). Bei einer absoluten Quantifizierung von DNA-Proben, 
die jeweils aus dem Blutplasma beider Monovettensorten isoliert worden waren, konnte kein 
großer Unterschied zwischen den beiden Blutplasmaqualitäten erkannt werden (siehe Abb. 5.10). 
Die DNA-Konzentration der DNA-Präparate der Geldiffusions-schicht-Monovetten zeigten eher 
höhere Werte, was darauf schließen lässt, dass die sich entwickelnde Gelbarriere in geringem 
Maße Zellen zerstört und somit deren DNA frei setzt.  
Generell ist anzumerken, dass das Blutplasma von Schwangeren im Vergleich zum Blutserum 
besser für die Extraktion fötalen DNA-Materials geeignet ist. Zwar wird in der Literatur be-
schrieben, dass man im Serum höhere Konzentrationen von genomischer DNA finden kann als 
im Plasma, jedoch weisen Untersuchungen darauf hin, dass bei dem Prozeß der Blutkoagulation 
weiße Blutkörperchen lysiert werden [Lee et al., 2001]. Somit hätte bei der Verwendung von 
Blutserum statt Plasma der Nachteil bestanden, dass die Konzentration der mütterlichen DNA 
gegenüber der des fötalen DNA-Anteils noch weiter erhöht gewesen wäre. Dies hätte die Mög-
lichkeit der Detektion fötaler Sequenzen im PCR-Versuch verschlechtert. 
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Es war davon auszugehen, dass die zellfreie DNA unter den vorgegebenen Bedingungen (siehe 
Abb. 4.1) stabil bleibt [Angert et al., 2003] sowie für mindestens 4 Monate bei –20 °C keinen 
größeren Schaden nehmen würde [Lin & Floros, 2000]. 
 
6.1.3 Funktionsweise des pränatalen RHD-Genotypisierungstests im Vergleich  
 
Die pränatale RHD-Genotypisierung anhand von Amnionflüssigkeit wird von mehreren Autoren 
beschrieben [Bennett et al., 1993; Van Den Veyver et al., 1996; Crombach et al., 1997] und auch 
von verschiedenen Laboren (Labor Keeser, Arndt & Partner, Hamburg; Praxis Mehnert, Neu-
Ulm; International Blood Group Reference Laboratory, Bristol) als Dienstleistung angeboten. In 
der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der für die Untersuchung von Blutplasma entwickelte 
RHD-Genotypisierungstests auf Amnionflüssigkeitsüberstand angewendet und das erhaltene 
Ergebnis als zuverlässig beurteilt, um auf den tatsächlich beim Fötus vorliegenden RHD-
Genotyp schließen zu können. Im Vergleich zur DNA-Präparation anhand von unbehandeltem 
Fruchtwasser konnte bei der DNA-Präparation mit zellfreiem Amnionflüssigkeitsüberstand nur 
eine äußerst geringe DNA-Konzentration erzielt werden, die zum Teil sogar unter dem Detekti-
onsminimum der Quantifizierungsmethode mit PicoGreen® lag (siehe Tab. 5.3). Trotz niedriger 
DNA-Konzentration war aber davon auszugehen, dass anhand dieser DNA-Präparate im PCR-
Versuch nur fötale Sequenzen untersucht werden konnten und das erzielte Ergebnis damit zuver-
lässig zu bewerten war. Ganz andere Voraussetzungen liegen bei der Detektion fötaler Sequen-
zen im mütterlichen Blut vor, die vor dem Hintergrund der im Überschuß vorliegenden mütterli-
chen DNA detektiert werden müssen. Der positive RHD-Nachweis im Blut der Mutter gelang 
einigen Autoren mit relativ niedriger Detektionsrate, erforderte aber zum Beispiel eine Anreiche-
rung der fötalen Zellen mittels FACS [Geifman-Holtzman et al., 1996], oder möglichst sensitive 
Amplifikationsmethoden, wie die „Nested PCR“ [Lo et al., 1993]. Für eine routinefähige Dia-
gnostik bedarf es aber einer unkomplizierten Probenaufarbeitung und größtmöglicher Maßnah-
men zur Kontaminationsvermeidung. Bei der von Lo und Kollegen [1993] beschriebenen zwei-
stufigen „Nested PCR“ besteht eine große Kontaminationsgefahr, da im ersten Schritt zunächst 
ein RHD-spezifisches PCR-Produkt amplifiziert wird, welches im zweiten Schritt als Ausgangs-
matrize für die Amplifikation eines kleineren PCR-Produktes eingesetzt werden muß.  
Aufgrund der Seltenheit fötaler Zellen im mütterlichen Blutkreislauf verfolgten schließlich zahl-
reiche Arbeitsgruppen das Ziel, eine pränatale RHD-Genotypisierung anhand der 
molekulargenetischen Untersuchung mütterlichen Blutplasmas oder Serums vorzunehmen. 
Hierbei wurde sowohl die konventionelle PCR [Faas et al., 1998; Avent et al., 2000; Zhong 
et al., 2000 b; Nelson et al., 2001], die Echtzeit-PCR [Lo et al., 1998; Legler et al., 2002; 
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son et al., 2001], die Echtzeit-PCR [Lo et al., 1998; Legler et al., 2002; Finning et al., 2002] als 
auch die Quantitative Fluoreszenz (QF-) PCR mittels Kapillarelektrophorese [Bischoff et al., 
1999; Pertl et al., 2000] angewendet. Die Validierung eines standardisierten Arbeitsprotokolls in 
einer großangelegten klinischen Studie ist aber bisher nicht erfolgt [Lo et al., 2001].  
Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu entwickelnde PCR-Test sollte als routinefähiger prä-
nataler RHD-Genotypisierungstest Anwendung finden, wofür die Echtzeit-PCR (siehe 4.7) gute 
Voraussetzungen schafft [Heid et al., 1996]. Da bei dieser Methode die herkömmliche aufwen-
dige Versuchsauswertung mittels elektrophoretischer Auftrennung der im PCR-Versuch erhalte-
nen Amplifikate entfällt, kann die Automatisierung des Testablaufs leichter realisiert werden, 
wodurch ein hoher Probendurchsatz und eine geringe Testdauer ermöglicht werden. Einmal ver-
schlossene PCR-Reaktionsgefäße müssen nach Ablauf der Reaktion nicht mehr geöffnet werden, 
wodurch außerdem die Gefahr von Kreuzkontaminationen gebannt wird.  
Die Detektion RHD- oder RHCE-spezifischer Sequenzen gelang durch den Einsatz einer Taq-
Man®-Sonde (siehe z.B. Abb. 5.4 und 5.5). Die Gefahr einer falsch positiven Signaldetektion 
wurde hierbei als gering eingestuft. Eine TaqMan®-Sonde wird im PCR-Versuch nur für die 
Generierung eines spezifischen Fluoreszenzsignals eingesetzt (siehe Abb. 4.8), während Beacon-
Primer, neben der Fluoreszenzsignalentwicklung, ebenfalls direkt an der PCR-Produktbildung 
beteiligt sind (siehe Abb. 4.10). 
Faas et al. [1998] beschreiben als erste einen nicht-invasiven pränatalen Rhesus D-
Genotypisierungstest, der die molekulargenetische Untersuchung der fötalen DNA aus mütterli-
chem Blutplasma beinhaltet. Sie haben hierfür eine konventionelle PCR angewendet, die ein 
RHD-spezifisches PCR-Produkt im Exon 7 der Länge 111 Bp generiert. Bei dem von Lo et al. 
[1998] beschriebenen RHD-Tests wird die RHD-positive Diagnose über die Amplifikation eines 
74 Bp großen PCR-Produktes in der untranslatierten Region des Exon 10 in RHD gestellt. Er 
verwendet dazu die TaqMan®-Technologie in einem Echtzeit-PCR-Versuch. Ein parallel durch-
geführter ß-Globin-Echtzeit-PCR-Test konnte bestätigen, dass in der jeweiligen Blutplasma-
Präparation tatsächlich DNA vorhanden war. Die von Lo et al. [1998] vorgestellten RHD-
spezifischen Primer wurden von anderen Autoren übernommen [Nelson et al., 2000; Zhong et 
al., 2001]. Diese verwenden ebenfalls die von Lo entwickelte Y-Chromosom-spezifische SRY-
PCR [Lo et al., 1998]. Im Fall eines männlichen Fötus gelingt mit dieser Methode der unabhän-
gige zweifache Nachweis fötalspezifischer Sequenzen. Die Auswahl der untranslatierten Region 
im RHD-Gen erschien für die Entwicklung eines aussagekräftigen RHD-Genotypisierungstests 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht sinnvoll, da kein direkter Bezug zum Phänotyp der 
Rhesus-Antigene auf den Erythrozyten besteht.  
Diskussion    
 
 
  
107
Viele Autoren strebten bei der Detektion fötalspezifischer Sequenzen im mütterlichen Blutplas-
ma die Bestätigung des fötalen Ursprungs dieses Materials mittels einer zweiten unabhängigen 
PCR an. Neben dem geschlechtsspezifischen Nachweis von SRY-Genkopien wurde hierbei auch 
von molekulargenetischen Nachweisen väterlich vererbter Mikrosatelliten berichtet [Tang et al., 
1999; Pertl et al., 2000; Chen et al., 2000]. Hierbei unterscheidet sich die Sequenzlänge der fö-
talspezifischen Amplifikate von denen der mütterlichen, was aber mit der in der vorliegenden 
Arbeit angewendeten Echtzeit-PCR durch bloße Detektion eines Fluoreszenzsignals nicht zu 
unterscheiden ist. Auch die Unterscheidung anhand von Insertions/Deletions-Polymorphismen, 
wie sie von Lo et al. [2000] am Beispiel des Glutathion S-Transferase M1 (GSTM1) Gens oder 
des Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) Gens für die Detektion mütterlicher Sequenzen im 
fötalen Blutkreislauf genutzt wurde, hat nur in den Einzelfällen Aussagekraft, bei denen sich das 
kindliche Allel vom mütterlichen Allel unterscheidet.  
Der in der vorliegenden Arbeit vorgestellte RHD-Gentypisierungstest verzichtet auf eine Absi-
cherung der fötalspezifischen RHD-Detektion mittels einer ebenfalls fötalspezifischen PCR zur 
Detektion von SRY-Sequenzen, da diese nur im Fall eines männlichen Fötus, also bei ca. 50 % 
der zu untersuchenden Schwangerschaften, aussagekräftige Ergebnisse erzielen könnte. Im Falle 
einer robusten Signaldetektion reicht die Detektion auch einer einzelnen RHD-Sequenz dafür 
aus, beim Kind den RHD-positiven Genotyp zu diagnostizieren. [Lo et al., 2001].  
Als Kontrollreaktion für das Vorhandensein von amplifizierbarer Plasma-DNA sollte beim hier 
vorgestellten Test die homologe Sequenz des RHCE-Gens im Exon 7 im parallelen PCR-
Versuch amplifiziert werden. Die parallele Amplifikation von RHD und RHCE im Exon 7 wurde 
schon von Van den Veyver et al. [1996] als zweiter Schritt einer „Nested PCR“ beschrieben, um 
den fötalen RHD-Genotyp anhand der Untersuchung von Amniozyten zu detektieren. Später 
haben auch Bischoff et al. [1999] das gleiche „Nested Primer-System“ für die Untersuchung von 
mütterlicher Serum-DNA angewendet, wobei das fötalspezifische 99 Bp große RHD-PCR-
Produkt neben dem 113 Bp großen RHCE-PCR-Produkt generiert wurde.  
In der Literatur werden RHD-PCR Tests für die Untersuchung mütterlichen Plasmas beschrie-
ben, die in der Lage sind, ein RHDΨ-Allel (siehe 2.1.3) zu erkennen [Finning et al., 2001; Legler 
et al., 2002]. Dieses Pseudogen ist bei 66 % der RhD-negativen Schwarzafrikaner vorhanden 
[Singleton et al., 2000], tritt in anderen ethnischen Gruppen jedoch eher selten auf. Bei der Pla-
nung des hier vorgestellten RHD-Genotypisiertest wurde die Existenz von RHDΨ vernachläs-
sigt, denn der Test hätte im Bereich der europäischen Bevölkerung Anwendung finden sollen.  
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6.1.4 Der Echtzeit-PCR-Tests zur RHD-Genotypisierung in der Anwendung auf 
RhD-negative Blutspender 
 
Bei der Anwendung auf eine größere Gruppe RhD-negativer Blutspender zeigte sich, dass der 
auf Exon 7 im RHD-Gen ausgelegte Echtzeit-PCR-Test (siehe 5.1.2.1) lediglich eine geringe 
Gefahr von eventuell falsch RHD-positiven Diagnosen birgt (siehe 5.2). In zwei Fällen von ins-
gesamt 255 untersuchten DNA-Proben, die aus Vollblut präpariert worden waren, wurden RHD-
spezifische Amplifikate in der PCR erhalten. Bei dem in allen untersuchten Fällen vorliegenden 
D-negativen Serotyp war eigentlich von der vollständigen Deletion des RHD-Gens auszugehen 
[Colin et al., 1991; Wagner et al., 2000]. Der Phänotyp der zwei RhD-negativen Testpersonen 
(entspricht 0,78 % des Testpersonen-Kollektivs) ohne vollständige Deletion des Exon 7 im 
RHD-Gen entspricht Ccddee. Eine Studie hat für das Auftreten von Antigen-D negativen, RHD-
positiven Allelen die Frequenz von 22 % für den seltenen Cde Haplotyp bestimmt [Avent et al., 
1997]. Alle 241 Blutspender (94,51 % des Testpersonen-Kollektivs) des Phänotyps ccddee wur-
den mit Hilfe des Echtzeit-PCR-Tests übereinstimmend als RHD-negativ beurteilt. In der deut-
schen Bevölkerung macht dieser Phänotyp ungefähr 92 % aller Rhesus-Antigen-D-negativen 
Personen aus [Wagner et al., 1995].  
Die Konsequenz aus den Ergebnissen für die klinische Anwendung bestünde lediglich darin, 
dass ein geringer Prozentsatz an Schwangerschaften mit RHD-positiv diagnostizierten Föten 
weiterhin unbegründet als HDN-Risikoschwangerschaften eingeschätzt würde. Der in der vorlie-
genden Arbeit entwickelte RHD-Genotypisierungstest konnte somit als geeignet beurteilt wer-
den, um sich im nächsten Schritt bei der Anwendung auf Blutplasma-DNA von RhD-negativen 
Schwangeren zu bewähren. 
 
 
6.1.5 Voraussetzungen für das Gelingen eines PCR-Tests zur nicht-invasiven fötalen 
RHD-Genotypisierung  
 
6.1.5.1 PCR-Sensitivität und PCR–Spezifität 
Eine gewissenhafte Optimierung des RHD-PCR-Versuchs hinsichtlich Sensitivität und Spezifität 
war für die Detektion von fötalspezifischen Sequenzen im mütterlichen Blutplasma eine wesent-
liche Voraussetzung. Es konnte davon ausgegangen werden, dass der fötale DNA-Anteil der 
Blutplasma-Präparate äußerst gering sein würde, außerdem musste die Diskriminierung von 
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RHCE- gegenüber RHD-Sequenzen, trotz der Homologie beider Genabschnitte, gewährleistet 
sein. Die auf der Grundlage der mutagenetisch separierenden PCR [Rust et al., 1993] konzipier-
ten RHD-spezifischen Primer zeigten sowohl beim parallelen Einsatz mit RHCE-spezifischen 
Primern (siehe Abb. 5.2) als auch allein im PCR Versuch (siehe Abb. 5.4 und 5.5) eine zuverläs-
sige RHD-spezifische Amplifikation. Um die Effizienz der Amplifikation des RHD-spezifischen 
PCR-Produktes nicht zu beeinträchtigen, wurde von einer RHD/RHCE-Multiplex-PCR abgese-
hen. Auch Finning et al. [2002] haben bei denen von ihnen konzipierten Primern zur Detektion 
von RHD-spezifischen Sequenzen Basenfehlpaarungen eingebaut, um die Primer-Spezifität für 
die anhand der Ausgangsmatrize gebildeten RHD-Amplifikate zu erhöhen.  
Die Funktionsfähigkeit der entwickelten Rhesus-PCR musste zunächst am Modellsystem getestet 
werden, da die Anzahl der zur Verfügung stehenden Blutplasmaproben von RhD-negativen 
Schwangeren begrenzt war. Es wurden DNA-Präparationen mit Blutproben vorgenommen, deren 
serologischer Rhesus-Status bekannt war. Mit diesen DNA-Proben wurden Verdünnungsreihen 
angesetzt, wobei die Zusammensetzung aus fötalen und mütterlichen Anteil der DNA-Proben, 
die man aus mütterlichem Blutplasma isoliert, annähernd nachgestellt werden sollte. Die erziel-
ten Sensitivitäten der RHD-spezifischen Amplifikation in der Echtzeit-PCR fielen zufriedenstel-
lend aus (siehe 5.1.2.3). Da die in diesen Versuchen eingesetzte DNA zellulären Ursprungs war, 
konnte von einer guten DNA-Qualität ausgegangen werden. Eine Einschätzung darüber, ob der 
RHD-Echtzeit-PCR-Test für die nicht-invasive fötale RHD-Genotypisierung geeignet ist, war 
nur durch die Untersuchung des eigentlichen Probenmaterials, Blutplasma-DNA von Schwange-
ren, möglich. 
 
6.1.5.2 DNA-Präparation 
Für die Entwicklung einer funktionsfähigen RHD-Echtzeit-PCR, die auf mütterliche Blutplasma-
DNA angewendet werden sollte, waren hinsichtlich DNA-Ausbeute sowie DNA–Qualität höchs-
te Ansprüche an die Präparationsmethode gestellt, um deutliche und reproduzierbare Ergebnisse 
zu erreichen. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden angewendet. Das war zum einen 
die Verwendung von Silikagelmembran-Zentrifugationssäulen (Vmax = 620 µl) der Firma Qiagen 
(siehe 4.3.1.2), die auch in einem Vergleich von insgesamt 13 Verfahren für die Isolation geno-
mischer DNA aus gefrorenem Blutserum die beste Beurteilung erhalten hat [Dixon et al., 1998], 
zum anderen die Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe 4.3.2.2), die in modifizierter Form auch 
allgemein für die DNA-Isolation aus Plasma und Serum für die Krebsdiagnose empfohlen wird 
[Jen et al., 2000]. 
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Im Vergleich zu der von Jen et al. [2000] empfohlenen Phenol-Chloroform-Extraktion, die für 
die Prozessierung von 1,5 Milliliter Plasma ausgelegt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit auf 
einen vorangestellten Proteinase K-Verdau verzichtet. Bei diesem zusätzlichen Bearbeitungs-
schritt wird das Probenmaterial im Allgemeinen mit einem auf das Enzym abgestimmten Puffer 
im Verhältnis 1:1 versetzt [Sambrook et al., 1989]. Da die DNA-Konzentration im Blutplasma 
schon sehr gering ist und die Präzipitation nur mit einem geringen maximalen Volumen (645 µl) 
durchgeführt werden konnte, sollte eine zusätzliche Verdünnung vermieden werden.  
Für den geplanten fötalen RHD-Genotypisierungstest anhand mütterlichen Blutplasmas musste 
gewährleistet werden, dass die DNA-Konzentration entsprechend hoch ausfiel, um eine für die 
PCR-Reaktion ausreichende Menge fötalspezifischer Sequenzen zur Verfügung zu stellen. Die 
für den RHD-Genotypisierungs-Test entwickelte Echtzeit-RHD-PCR zeigte bei der Anwendung 
auf DNA-Verdünnungsreihen eine hohe Sensitivität (siehe Abb. 5.8 und Tab. 5.1). Aufgrund der 
Erfahrungswerte, die hierbei gesammelt worden sind, wurde die erforderliche Mindestmenge 
von fötaler DNA für die zuverlässige Detektion im RHD-PCR-Versuch auf 50 bis 100 pg ge-
schätzt. Ausgehend von der allgemein getroffenen Aussage von Lo et al. [1998], dass der Anteil 
fötaler DNA an der mütterlichen Blutplasma-DNA in der frühen Schwangerschaft durchschnitt-
lich 3 % ausmachen soll, wäre also theoretisch eine Gesamt-DNA-Menge von knapp 2 bis 4 ng 
pro RHD-PCR ausreichend gewesen, um damit fötalspezifische Sequenzen detektieren zu kön-
nen. Die Quantifizierung mittels PicoGreen®-Anfärbung und relativer Fluoreszenzmessung (sie-
he 4.4.2) der DNA-Proben, die aus mütterlichem Blutplasma präpariert wurden, ergaben nur für 
die Phenol-Chloroform-Extraktion eine ausreichend hohe DNA-Ausbeute (ca. 13 ng bis 17 ng 
DNA in 5 µl bzw. pro PCR-Reaktion, siehe 5.3.4). Die DNA-Konzentration der DNA-Proben 
der Silikagelmembran-Säulenextraktion (siehe 4.3.1.2) lag hierbei unter der Detektionsgrenze 
der Quantifizierungsmethode (ca. 50 pg DNA in 5 µl bzw. pro PCR-Reaktion, siehe Tab. 5.3). 
Anzumerken ist, dass sich die Aussage von Lo et al. [1998] auf eine Quantifizierung mittels 
Echtzeit-PCR stützt, also eine Abschätzung über die Menge amplifizierbarer DNA gemacht 
wurde, während die Quantifizierung mittels PicoGreen®-Anfärbung und relativer Fluoreszenz-
messung eine Angabe über die absolute Menge DNA ermöglichte. In der Literatur sind unter-
schiedliche Angaben über die Konzentration an zellfreier DNA in Plasma und Serum zu finden, 
so wird zum Beispiel die DNA-Konzentration mit 10 bis 200 ng/ml für Blutserum angegeben 
[Jen et al., 2000]. Eine Vielzahl von Veröffentlichungen beschreibt die Quantifizierung mittels 
Echtzeit-PCR von DNA-Proben, die mit Hilfe der Silikagelmembran-Säulenextraktion (Qiagen) 
aus mütterlichem Blutplasma präpariert wurden.  
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Die Spannbreiten der ermittelten Werte (DNA-Menge / Volumen mütterliches Blutplasma) 
betragen hierbei zum Beispiel: 
 
- Lo et. al. [1998]; 2,3 bis 210,4 ng/ml  (11. bis 43. SSW); 
- Wei et al. [2001]; 2,7 bis 19,7 ng/ml (10. bis 23. SSW); 
- Finning et al. [2002]; 0,5 ng bis 4,5 µg/ml (8. bis 42. SSW); 
- Hromadnikowa et al. [2002]; 85,8 pg bis 242,6 ng/ml (15. bis 19. SSW). 
 
Je nach ausgewähltem Testpersonen-Kollektiv können verschiedene DNA-Konzentrationen er-
mittelt werden, was auch bei dem Vergleich der unterschiedlichen EDTA-Monovetten in der 
Anwendung auf Blutproben von vier Testpersonen (siehe Abb. 5.10) zu beobachten war. Ebenso 
wurde bei dem Vergleich von zwei unabhängigen Untersuchungsreihen zur Quantifizierung von 
zellfreier DNA im mütterlichen Blutplasma diese Beobachtung gemacht (siehe 5.3.4). 
Die Qualität des Probenmaterials (Alter, Aufbewahrung, Prozessierung), die DNA-
Präparationsmethode sowie die Vorgehensweise bei der Quantifizierung sind von Methode zu 
Methode äußerst heterogen zu beurteilen und beeinflussen alle letztendlich das Ergebnis (siehe 
zum Beispiel [Chiu et al., 2001]). 
 
6.1.5.3 Qualität der Blutplasma-DNA 
Bei der Isolierung von zellfreier DNA aus Blutplasma war nicht nur eine ausreichend hohe Kon-
zentration des erhaltenen DNA-Präparates ausschlaggebend für die zuverlässige fötale RHD-
Genotypisierung. Auch die DNA-Qualität musste entsprechend gut sein, um die Empfindlichkeit 
des Tests zu gewährleisten. In der Literatur wird die Existenz von zellfreier DNA im Blutplasma 
zum Teil durch die Apoptose von nukleierten Zellen erklärt [Sekizawa et al., 2000; van Wijk et 
al., 2000; Kolialexi et al., 2001]. Es war davon auszugehen, dass die mütterliche Plasma-DNA 
und die zu detektierende fötale DNA stark degradiert vorlagen. Diese Vermutung konnte auf-
grund einiger Versuchsergebnisse im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden: 
 
- Im PCR-Versuch zeigte die Verwendung von Blutplasma-DNA im Vergleich zu DNA 
zellulären Ursprungs eine schlechtere Amplifikationseffizienz (siehe Abb. 5.19). 
- Das Gelingen der Detektion fötalspezifischer Sequenzen im mütterlichen Blutplasma mit 
Hilfe der SRY-PCR war von der Größe des zu amplifizierenden PCR-Produktes abhängig 
(siehe Abb. 5.20). 
- Die Blutplasma-DNA zeigte nach elektrophoretischer Auftrennung ein Spektrum von 
Banden, die DNA-Fragmenten von geringer Größe zuzuordnen sind (siehe Abb. 5.21). 
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Auch andere Wissenschaftler haben bei der Planung ihrer Versuche zur Detektion fötalspezifi-
scher Sequenzen offensichtlich der Tatsache Beachtung geschenkt, dass die Blutplasma-DNA 
ein stark degradierte Struktur aufweist. Bei der von Lo et al. [1998] beschriebenen PCR zur De-
tektion fötaler RHD-Sequenzen im mütterlichen Blutplasma beträgt z.B. die PCR-Produktlänge 
nur 74 Bp (siehe Abb. 5.14). Zhong et al. [2000 b] amplifizieren für den Nachweis fötalspezifi-
scher RHD-Sequenzen in der mütterlichen Plasma-DNA PCR-Produkte von nur 78 Bp Länge. 
 
 
6.1.6 Anwendung des RHD-Genotypisierungstests auf Blutplasma-DNA von 
RhD-negativen Schwangeren 
 
Der in der vorliegenden Arbeit entwickelte RHD-Genotypisierungstest sollte im Fall eines RHD-
positiven Fötus die eindeutige Detektion der fötalen RHD-Sequenz im mütterlichen Blutplasma 
gewährleisten. Hierbei wurde für eine eindeutige Diagnose eine mindestens 95 %ige Sensitivität 
des PCR-Versuchs vorausgesetzt, da im allgemeinen auch bei der statistischen Auswertung von 
Messergebnissen eine maximale Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % toleriert wird [Harms, 1998]. 
Für die bisher in der Literatur beschriebenen pränatalen RHD-Genotypisierungstests anhand von 
mütterlichem Blutplasma werden Sensitivitäten von bis zu 100 % angegeben, unter der Voraus-
setzung, dass sich die Schwangere mindestens im zweiten Trimester der Schwangerschaft befin-
det [Faas et al., 1998; Lo et al., 1998; Finning et al., 2002]. Zum Teil werden die Diagnosen an-
hand von Mehrfachbestimmungen gestellt. Finning et al. [2002] führen zum Beispiel Dreifach-
bestimmungen durch. Legler et al. [2002] berichten von Vierfachbestimmungen, wobei eine 
RHD-positive Diagnose gestellt wird, wenn mindestens zwei von vier RHD-spezifischen PCR-
Versuchen ein positives Signal zeigen. Diese Vorgehensweise wird auch von Smid et al. [1999] 
bei der Detektion Y-Chromosom-spezifischer Sequenzen im mütterlichen Blutplasma beschrie-
ben. Es ist anzuzweifeln, ob die gestellte Diagnose als klinisch relevant beurteilt werden kann, 
wenn die ihr zugrunde liegenden Versuchsergebnisse zu 50 % als falsch negativ interpretiert 
werden.  
Auch bei der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Reihenuntersuchung von Blutplas-
maproben von zehn RhD-negativen Schwangeren konnte nicht die gewünschte Sensitivität im 
PCR-Versuch erreicht werden (siehe 5.4.2). Die DNA-Präparation erfolgte in diesem Fall mit 
Hilfe der Silikagelmembran-Säulenextraktionsmethode, wie sie auch von zahlreichen anderen 
Autoren in ähnlicher Weise angewendet wurde, die fötale RHD-Sequenzen im mütterlichen 
Blutplasma nachgewiesen haben [Faas et al., 1998; Lo et al., 1998; Finning et al., 2002; etc.]. 
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Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist die DNA-Ausbeute bei dieser 
Präparationsmethode relativ gering (siehe 5.3.4). Es ist davon auszugehen, dass der Anteil fötaler 
DNA an der DNA-Gesamtmenge im PCR-Versuch nahe an der Detektionsgrenze lag.  
 
 
6.1.6.1 Beurteilung der Konzentration von fötaler DNA im mütterlichen Blutplasma 
In Anlehnung an die Versuche von Lo et al. [1998] haben andere Autoren weitere Versuche un-
ternommen, den fötalen Anteil der Blutplasma-DNA von Schwangeren mittels SRY-Echtzeit-
PCR und Vergleich mit einer DNA-Verdünnungsreihe zu quantifizieren. Bei der Betrachtung der 
ermittelten Konzentrationen in Beziehung zum jeweils im PCR-Versuch eingesetzten Äquivalent 
Plasmavolumen zeigt sich, dass die Ergebnisse auf PCR-Versuchen beruhen, bei denen eine äu-
ßerst geringe Anzahl von Genomäquivalenten im Einzelversuch detektiert werden konnte. In der 
Tabelle 6.1 werden im Folgenden einige Ergebnisse zur Quantifizierung fötaler DNA im mütter-
lichen Blutplasma zusammengefaßt.  
Auch bei der Untersuchung von mütterlicher Blutplasma-DNA auf fötalspezifische SRY-
Sequenzen geben einige Autoren die Durchführung von Mehrfachbestimmungen an. Farina et al. 
[2002] und Hromadnikova et al. [2002] interpretieren zum Beispiel einzelne Testergebnisse an-
hand von Dreifachbestimmungen. Zum Teil lässt sich aus den Spannbreiten der ermittelten Kon-
zentrationen (fötale Genomäquivalente pro ml mütterliches Blutplasma) ersehen, dass auch 
falsch negative Versuchsergebnisse erzielt worden sind, die anscheinend bei der statistischen 
Auswertung mit einbezogen wurden. 
 
- Wei et al. [2001]: Mittelwert von   13,8 bis 291 g.e./ml. 
- Hromadnikova et al. [2002]: Median  von  0 bis 47,5 g.e./ml. 
- Farina et al. [2002]: Median von   2.08 bis 195 g.e./ml. 
 
Auch die von den Autoren angegebenen hohen Sensitivitäten für die SRY-PCR (91,7 % [Hro-
madnikova et al., 2002], 94,4 % [Zhong et al., 2001], 95,5 % [Farina et al., 2002]) beziehen sich 
auf Testergebnisse aus Mehrfachbestimmungen und nicht auf die Sensitivität des einzelnen PCR-
Versuchs. 
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Literatur 
SRY-positive 
Schwangerschaften 
(Gesamtgruppe) 
SSW 
Mittelwert* 
oder Median 
[Kopien / ml Plasma] 
 
[Kopien / PCR] 
 
[Lo et al., 1998] 13 (25) 11. – 17. 
25,4* 
20,6 
1,0 – 4,1 
0,8 – 3,3 
[Lo et al., 1999] 20 (20) 28. – 40. 76 3,0 – 6,1 
[Lo et al., 1999] 19 (32) 12. – 21. 23,3 0,9 – 1,9 
 18 (28) 16. – 21. 16,3 0,7 – 1,4 
[Lo et al., 2000] 50 (50) 34. – 42. 443 35 
[Wei et al., 2001] 19 (30) 10. – 29. 94,4 3,8 
[Zhong et al., 2001] 46 (53) 29. – 42. 332,82* 5,3 
[Smid et al., 2001] 13 (78) 1. Trimester 20,7 1,7 
 21 (78) 2. Trimester 13,4 1,1 
[Hromadnikova  
et al., 2002] 
13 (21) 15. – 19. 24,5 0,5 
[Farina et al., 2002] 63 (63) 10.-12. 23,3 1,2 
 
Tabelle. 6.1: Ergebnisse von Untersuchungen zur Quantifizierung zellfreier DNA von männlichen Fö-
ten im mütterlichen Blutplasma mit Hilfe einer Y-Chromosom-spezifischen Echtzeit-SRY-PCR. Bis 
auf Zhong et al. [2001], der die Amplifikation eines 78 Bp-PCR-Produktes beschreibt, haben alle die von Lo 
et al. [1998] etablierte Primer-Kombination (SRY-109F, SRY-245R) zur Amplifikation eines 137 Bp-
Produktes im PCR-Versuch in Kombination mit einer TaqMan®-Sonde eingesetzt. Die hier präsentierten Er-
gebnisse sind jeweils anhand der Untersuchung von pathologisch unauffälligen Schwangerschaften erzielt 
worden. Der Zeitpunkt der Blutentnahme wird als Schwangerschaftswoche (SSW) angegeben und bezieht 
sich jeweils auf die Gesamtgruppe der untersuchten Frauen (auch weibliche Föten), wobei eine Quantifizie-
rung nur bei männlichen Schwangerschaften (SRY-positiv) möglich gewesen ist. Der Mittelwert oder der 
Median wurde jeweils in Bezug auf die Volumina, die zur DNA-Präparation, zur Elution von der Silikagel-
Säule und zum Einsatz im PCR-Versuch verwendet worden sind, umgerechnet. Das Ergebnis [Kopien / PCR] 
gibt die Menge von Genomäquivalenten an, die theoretisch im einzelnen PCR-Versuch detektiert werden 
konnte. 
 
 
Die wissenschaftliche Aussagekraft der ermittelten Konzentrationen von fötaler DNA im mütter-
lichen Blutplasma ist aufgrund der extrem niedrigen Werte kritisch zu beurteilen. Generell be-
steht die Möglichkeit, eine einzelne DNA-Kopie vor dem Hintergrund einer überrepräsentierten 
DNA unterschiedlicher Sequenz im PCR-Versuch zu detektieren. Eine zuverlässige Quantifizie-
rung weniger DNA-Moleküle mittels Echtzeit-PCR ist allerdings schon aufgrund der stochasti-
schen Verteilung der Zielmoleküle in dem Reaktionsvolumen kaum möglich  [Stanman & Orpa-
na, 2001]. Je niedriger die Ausgangs-Kopienzahl im PCR-Versuch ist, desto größer wird dem-
nach auch die Standardabweichung der im Echtzeit-PCR-Versuch ermittelten Ausgangskonzen-
tration (siehe zum Beispiel Abb. 5.8). Es ist davon auszugehen, dass die Konzentration von föta-
ler DNA im mütterlichen Blutkreislauf generell nur als eine Art Richtwert mit großer Variati-
onsbreite angegeben werden kann.  
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Neben den rein methodischen Variationen, die durch Probensammlung, DNA-Präparation, PCR-
Versuch, Auswertung der Amplifikationskurven etc. bestehen, spielt die von der stochastischen 
Verteilung abhängige Variation der Ausgangskopienmenge im PCR-Versuch also ebenfalls eine 
entscheidende Rolle [Stanman & Orpana, 2001].  
 
6.1.6.2 Variabilität der Konzentration von fötaler DNA im mütterlichen Blutplasma 
Das Testpersonen-Kollektiv ist bei den in Tabelle 6.1 aufgeführten Untersuchungen zum Teil im 
Hinblick auf den Schwangerschaftszeitpunkt sehr inhomogen zu beurteilen. Wie schon von Lo 
et al. [1998] beschrieben, steigt die Konzentration zellfreier DNA im mütterlichen Blutplasma 
mit fortschreitender Schwangerschaft an. Die höchsten Konzentrationen von 443 und ca. 
333 Genomäquivalenten pro Milliliter Plasma [Lo et al., 2000; Zhong et al., 2001] sind bei einer 
Gruppe von Frauen bis zur 42. Schwangerschaftswoche ermittelt worden. Die früheste Detektion 
von fötalspezifischen RHD-Sequenzen im mütterlichen Blutplasma wird von Finning et al. 
[2002] für die 11. Schwangerschaftswoche angegeben. Lo et al. [1998] misslang die fötalspezifi-
sche RHD-Detektion im mütterlichen Blutplasma bei zwei Versuchspersonen, die sich in der 8. 
bzw. 9. Woche der Schwangerschaft befunden haben. Die Blutproben, die für die vorliegende 
Arbeit im Evangelischen Krankenhaus Oberhausen gesammelten worden sind, stammen von 
Frauen, deren Schwangerschaft sich im Übergang vom 1. zum 2. Trimester (ca. 12. bis 
16. Schwangerschaftswoche) befunden hat. Theoretisch war also die Voraussetzung gegeben, 
anhand dieser Proben fötale DNA im mütterlichen Plasma zu detektieren.  
Neben physiologischen Gegebenheiten können auch pathologische Umstände die Konzentration 
fötaler DNA im mütterlichen Blut beeinflussen. So wird das Auftreten früher Wehen und Prä-
eklampsie [Lo et al., 2001; Leung et al., 2001; Zhong et al., 2001 und 2002] oder eine beim Fö-
tus vorliegende Trisomie 21 [Lo et al., 1999; Hromadnikova et al., 2002] mit einer Erhöhung der 
fötalen zellfreien DNA in Beziehung gebracht. Es wurde gezeigt, dass eine Preeklampsie mit der 
Apoptose von Cytotrophoblasten verbunden ist [DiFederico et al., 1999]. Die Formation von 
mehrkernigen Syncytotrophoblasten, die durch Fusionierung und Differenzierung aus den ein-
kernigen Cytotrophoblasten entstehen, ist bei Trisomie 21-Schwangerschaften gestört [Frendo & 
Muller, 2001]. Eine krankhafte Veränderung der Plazenta aufgrund verschiedener Ursachen 
könnte demnach in direkter Beziehung zu erhöhten Konzentrationen fötaler DNA im mütterli-
chen Blut stehen [Smid et al., 2001]. Bei Frauen, deren Blutproben für die Quantifizierung föta-
ler DNA verwendet werden soll, müssen verschiedene Auswahlkriterien festgelegt werden, um 
die Schwangerschaft als pathologisch unauffällig einstufen zu können.  
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Zhong et al. [2000 b] schließen zum Beispiel von vornherein Frauen aus ihrem Untersuchungs-
kollektiv aus, bei denen hämatologische Krankheiten, chronischer Bluthochdruck, Vaginalblu-
tungen, Anzeichen von Preeklampsie oder angeborene Anomalien beim Fötus vorliegen.  
Schwer zu beurteilen ist ebenfalls, in wie weit die DNA-Konzentration im Blutplasma individu-
ellen Schankungen unterworfen ist (siehe Abb. 5.10 und siehe 5.3.4). Zhong et al. [2000 a] stell-
ten im Zeitraum von drei Tagen bei 13 normalen Blutspendern eine durchschnittlich 13,5-fache 
Konzentrationsschwankung der Blutplasma-DNA fest. Die gleiche Untersuchung anhand von 16 
schwangeren Testpersonen (14. bis 37. Schwangerschaftswoche) ergab eine mittlere 21,5-fache 
Konzentrationsschwankung für deren Blutplasma-DNA, wobei für die 10 Schwangeren mit 
männlichen Föten eine 1,4- bis 4,5-fache Schwankung der fötalen DNA-Konzentration ermittelt 
wurde. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sind viele PCR-Versuche unternommen worden, um die 
fötalspezifischen RHD-Sequenzen in mütterlicher Plasma-DNA zu detektieren. Hierbei wurden 
generell sehr hohe Ct-Werte beobachtet, außerdem eine große Variabilität der Werte von Mehr-
fachbestimmungen (siehe Tab. 5.4). Auch andere Autoren haben die gleichen Beobachtungen 
gemacht. Finning et al. [2002] erwähnen, dass sie allgemein Ct-Werte ab 45 als negatives Test-
ergebnis gewertet haben. Legler et al. [2002] dokumentieren die Variabilität ihrer Messwerte 
durch Abbildung der unterschiedlichen Amplifikationskurven einer Vierfachbestimmung.  
 
6.1.6.3 Beurteilung der Qualität von aus mütterlichem Blutplasma isolierter DNA 
Die äußerst geringe Konzentration der fötalspezifischen zellfreien DNA gegenüber dem mütter-
lichen DNA-Anteil im Plasma der Frauen war eine Schwierigkeit bei der Entwicklung des RHD-
PCR-Tests. Die andere Schwierigkeit lag darin, die Qualität der fötalspezifischen DNA im Hin-
blick auf die Gewährleistung der PCR-Amplifikationseffizienz abschätzen zu können.  
Mit der Phenol-Chloroform-Extraktion konnte man eine ausreichend hohe Menge DNA für den 
PCR-Versuch präparieren (siehe 5.3.4). Im RHCE-PCR-Versuch wurden hierbei auch niedrigere 
Ct-Werte erzielt im Vergleich zum Einsatz von DNA-Präparaten, die mit Hilfe der Säulenextrak-
tion anhand der gleichen Plasmaprobe erstellt wurden (∆ CtSäulenextr.-Phenol-Extr. betrug ca. 3 PCR-
Zyklen, siehe 5.5.1.1). Es wurde allerdings beobachtet, dass die Amplifikationskurven der DNA-
Proben der Phenol-Chloroform-Extraktion flacher ausfielen (siehe Abb. 5.13). Bei der Detektion 
von fötalspezifischen RHD-Sequenzen im mütterlichen Blutplasma konnte außerdem kein besse-
res Ergebnis erzielt werden, wenn anstatt der DNA-Proben der Säulenextraktion Präparate der 
Phenol-Chloroform-Extraktion eingesetzt wurden (hier nicht dokumentiert).  
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Es kann davon ausgegangen werden, dass die Plasma-DNA stark degradiert vorliegt (siehe 
6.1.5.3). Anscheinend passieren die kurzen DNA-Fragmente die Silikagelmembran-Säule, wo-
hingegen die wenigen hochmolekularen Fragmente zurückgehalten werden. Bei der Phenol-
Chloroform-Extraktion werden alle DNA-Fragmente isoliert, allerdings gelingt eine Amplifika-
tion nur mit den höhermolekularen Nukleinsäuren. Auch auf die niedermolekularen DNA-
Fragmente können Primer hybridisieren und damit die Polymerisation eingeleitet werden, aller-
dings gelingt nicht die vollständige Synthese amplifizierbarer Produkte. Die kurzen Fragmente 
scheinen also mit den amplifizierbaren Fragmenten um die Primer zu konkurieren. Die PCR-
Effizienz wird bei fortschreitender PCR-Zyklenzahl geschwächt und die Amplifikationskurven 
flachen somit frühzeitig ab. Diese Hypothese konnte auch bei dem Vergleich der Amplifikation 
verschiedener PCR-Produktlängen bei der RHD-PCR mit Blutplasma-DNA von schwangeren 
RhD-negativen Frauen bestätigt werden (siehe 5.5.1.2). Die Amplifikationskurven, die der RHD-
PCR mit DNA aus der Phenol-Chloroform-Extraktion zuzuordnen sind, fallen für das größte 
PCR-Produkt (186 Bp) flacher aus im Vergleich zu den beiden kürzeren RHD-PCR-Produkten 
(74 Bp, 105 Bp). Diese Tendenz ist bei den Amplifikationkurven von DNA aus der Säulenex-
traktion nicht zu beobachten. In diesem Fall waren dafür falsch negative RHD-Signale beobach-
tet worden, was ein Hinweis auf die im Vergleich zur Phenol-Chloroform-Extraktion geringere 
DNA-Ausbeute war (siehe Abb. 5.16, Diagramm H und Tabelle 5.3).  
 
 
6.2 RHD-Zygotiebestimmung 
 
Wagner & Flegel [2000] haben die genetisch strukturellen Gegebenheiten der RHD-Deletion 
aufgeklärt. Auf der Grundlage dieser Untersuchungen haben Chiu et al. [2001] kurze Zeit später 
zwei unabhängige Methoden zur Bestimmung der RHD-Zygotie vorgestellt. Ein Vergleich der 
ermittelten RHD-Zygotien von Testpersonen aus beiden Untersuchungsreihen konnte die Zuver-
lässigkeit ihrer Tests bestätigen. Einmal weisen sie die bei RHD-heterozygoten Testpersonen 
vorliegende Deletion des RHD-Gens anhand der Amplifikation eines PCR-Produktes (1507 Bp) 
nach, welches die Deletionsbruchstelle überspannt. Die andere Methode beinhaltete die relative 
Quantifizierung des RHD-Gens in Bezug auf das Albumin-Gen durch Anwendung der Echtzeit-
PCR unter Gebrauch von Taqman®-Sonden. Anhand der berechneten Differenz der Ct-Werte, 
die jeweils in der RHD- und Albumin-spezifischen PCR erhalten worden sind, konnten homozy-
gote (∆ CtRHD-Albumin = 1,70 ± 0,17) und heterozygote (∆ CtRHD-Albumin = 2,62 ± 0,29) 
RHD-Genotypen eindeutig bestimmt werden.  
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Ähnliche relative Genquantifizierungen wurden auch schon auf das PMP22 (Homo Sapiens Pe-
ripheral Myelin Protein 22) -Gen angewendet [Young, 1998; Aarskog & Vedeler, 2000]. Dieses 
Gen liegt in einer 1,5 Mb Region im Chromosom 17p11.2-p12, welche für das Auftreten zweier 
Krankheiten eine entscheidene Rolle spielt. Eine heterozygote Deletion dieser Region liegt bei 
Patienten mit HNPP (Hereditary Neuropathy with Liability to Pressure Palsies) vor, eine hetero-
zygote Duplikation hingegen bei Patienten mit Charcot-Marie-Tooth Typ 1 A. Bei der relativen 
Genquantifizierung in Bezug auf ein Vergleichs-Gen konnte somit das Verhältnis der Gen-
Kopien-Anzahl von 1:2 bzw. 3:2 detektiert werden.  
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war nun die Entwicklung eines routinefähigen Multiplex-PCR-
Tests, der eine relative Allel-Quantifizierung des RHD- zum RHCE-Gen vornehmen und damit 
eine Rhesus-D Zygotiebestimmung für betroffene Väter ermöglichen sollte (siehe 5.6). Im Fall 
des Genotypisierungsergebnis eines RhD-negativen Vaters könnte sich die Rhesus-Anti-D-
Prophylaxe bei RhD-negativen Schwangeren (siehe 2.1.4) erübrigen. Zu Bedenken ist allerdings, 
dass die Vaterschaft in jedem Fall zweifelsfrei bei dem zu untersuchenden Mann vorliegen muß.  
Da kein validiertes Probenmaterial vorhanden war, wurde in Anlehnung zu dem Vorgehen von 
Chiu et al. [2001] die Zuverlässigkeit der entwickelten MS-PCR mit RHD- und RHCE-
spezifischem Beacon-Primer (siehe 5.6.2) durch den Ergebnisvergleich mit einer zweiten Me-
thode bestätigt. Hierfür wurden die DNA-Proben des Testpersonen-Kollektivs ebenfalls mittels 
einer Quantitativen Fluoreszenz- (QF-) PCR zur relativen Quantifizierung von RHD zu RHCE 
untersucht (siehe 5.6.1).  
Die Methode der QF-PCR findet unter anderem Anwendung bei der Erkennung von Aneuploi-
dien des ungeborenen Kindes. Ausgangsmaterial für die molekulargenetische Untersuchung ist 
hierbei Zellmaterial, dass bei einem invasiven pränatalen Eingriff (siehe 2.2.1) gewonnen wird. 
Im PCR-Versuch werden fluoreszenzmarkierte Mikrosatellitenmarker verwendet, die chromo-
somenspezifische, hochpolymorphe (8 bis 12 Allele) Short Tandem Repeats (STRs) detektieren. 
Der Vergleich der unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten der erhaltenen PCR-Produkte, die 
proportional der Anzahl von Ausgangssequenzen sind, ermöglichen eine Aussage darüber, ob 
der untersuchte Genabschnitt mono-, di- oder triallelisch vorhanden ist [Pertl et al., 1999; 
Schmidt et al., 2000].  
Mit beiden PCR-Methoden wurden jeweils anhand der Untersuchung von RhD-positiven Blut-
spendern zwei unterschiedliche Datenpopulationen ermittelt, die entweder auf den RHD-
homozygoten oder den RHD-heterozygoten Genotyp schließen lassen. In 96,55 % (84 von 87 
Testpersonen) der Fälle stimmte hierbei die Einzeldiagnose der RHD-Zygotie aus beiden Unter-
suchungsreihen überein. Die 11 RhD-negativen Blutspender wurden ebenfalls richtig erkannt.  
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Somit wurden also für D (vorhandenes RHD-Gen) und d (Deletion des RHD-Gens) Allelfre-
quenzen von 0,71 bzw, 0.29 ermittelt.  
Ungefähr 15 % der europäischen Bevölkerung sind RhD-negativ [Wagner et al., 2001]. Hieraus 
ergibt sich nach dem Hardy Weinberg-Gleichgewicht (siehe 4.8.1.2) für D und d eine Allel-
Frequenz von 0,61 bzw. 0,39. Man kann also von dem untersuchten Testpersonen-Kollektiv 
nicht direkt auf die Grundgesamtheit der europäischen Bevölkerung schließen. Für die vorge-
nommene Zygotiebestimmung stand aber für jede Allelkombination (DD, dD, dd) eine repräsen-
tative Menge von Testpersonen (50, 34, 11 untersuchte Fälle) zur Verfügung.  
Beide Untersuchungsreihen weisen zwei Extremwerte auf (siehe Abb. 5.22, 5.23, 5.25 und 5.26, 
Standardabweichung ~ 3). Hierbei handelt es sich für beide Untersuchungsmethoden um Ver-
suchsergebnisse, die anhand der Untersuchung von DNA-Proben der gleichen Testpersonen er-
mittelt werden konnten. Es ist also davon auszugehen, dass diese Werte nicht durch einen syste-
matischen Messfehler verursacht wurden. Die Höhe der erhaltenen Peak-Integrale in der QF-
PCR lagen im Mittelfeld aller erhaltenen Peak-Höhen. Die bei der Echtzeit-RHCE-PCR ermittel-
ten Ct-Werte waren unauffällig, allerdings fielen die für die RHD-PCR ermittelten Werte höher 
aus, im Vergleich zu den anderen Messergebnissen der als RHD-heterozygot bestimmten Grup-
pe. Eventuell lag bei den betroffenen Personen eine Mutation in dem für die angewendete RHD-
PCR wichtigen Sequenzabschnitt vor, so dass die Effizienz der RHD-spezifischen Amplifikation 
herabgesetzt wurde. Das Ziel der Untersuchung bestand lediglich darin, zwei deutlich voneinan-
der getrennte Datenpopulationen zu erhalten. Von einer genauen Analyse der mit beiden Unter-
suchungsmethoden detektierten, eventuell vorliegenden Sequenzmutationen bei den auffälligen 
Testpersonen wurde deswegen abgesehen.  
Das nicht eindeutige Ergebnis der RHD-Zygotiebestimmung für die Testperson m16 (siehe Tab. 
5.13) kann mit einem Messfehler bei der QF-PCR erklärt werden. Anscheinend war im PCR-
Versuch nicht genügend DNA eingesetzt worden, denn die erhaltenen Peak-Integrale für RHD 
und RHCE wiesen die niedrigste Höhe von allen erhaltenen Integralen auf. In diesem Fall kann 
somit mehr dem Ergebnis der Echtzeit-PCR vertraut werden, mit der ein RHD-homozygoter Ge-
notyp diagnostiziert wurde. Die Diskrepanz zwischen beiden Untersuchungsmethoden zur RHD-
Zygotiebestimmung in den Fällen f21 und f24 (siehe Tab. 5.13) lässt sich dagegen nicht so ein-
fach erklären. Da das Ergebnis der Echtzeit-PCR aber auf einer Dreifachbestimmung beruht und 
der ∆ Ct-Wert für beide Personen jeweils im 95 % Konfidenzintervall vom Mittelwert und Me-
dian liegt, ist in beiden Fällen wohl von dem RHD-heterozygoten Genotyp auszugehen.
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7 Ausblick 
 
Seit der Entdeckung von zellfreier fötaler DNA im mütterlichen Blutplasma [Lo et al., 1997] 
wurden zahlreiche Versuche unternommen, durch die molekulargenetischen Untersuchung die-
ses Materials eine nicht-invasive Pränataldiagnostik zu entwickeln (siehe Tab. 2.2). Bis heute ist 
es allerdings nicht gelungen, dieses Vorhaben für die klinische Routinediagnostik umzusetzen. 
Das biologische Phänomen der Rhesus-Inkompatibilität zwischen Mutter und Kind stellt ein gu-
tes Beispiel dar, um im Blut der Schwangeren fötalspezifische DNA nachzuweisen, die von der 
mütterlichen Erbinformation abweicht. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit deutet allerdings 
darauf hin, dass die molekulargenetische Untersuchung von zellfreier fötaler DNA im Hinblick 
auf einen Einzelgenunterschied zwischen Mutter und Kind nicht die gleiche Aussagekraft errei-
chen wird, wie die Untersuchung von fötalem Zellmaterial, welches nur mit Hilfe invasiver Un-
tersuchungsmethoden in ausreichendem Maß gewonnen werden kann. Die zellfreie fötale DNA 
im mütterlichen Blutkreislauf zeigt sowohl in quantitativer, als auch qualitativer Hinsicht eine 
große individuelle Variabilität. Die biologischen Mechanismen, die zur Freisetzung fötaler DNA 
in den mütterlichen Blutkreislauf führen, sind noch nicht im Detail geklärt worden [Bianchi, 
1998], ebenso der Zeitpunkt für die Blutabnahme, bei dem der Schwangeren gewährleistet wer-
den kann, dass sich aus dem Plasma genügend fötale DNA-Sequenzen zur Detektion isolieren 
lassen. Die technologischen Voraussetzungen der PCR sind mittlerweile weit fortgeschritten. Die 
Detektion geringster Mengen Fremd-Nukleotide im Blut ist mit Hilfe dieser Technologie mög-
lich, was insbesondere in der Krebsdiagnostik [Chen et al., 1996; Anker et al., 1997], oder der 
Diagnose viraler Infektionen Anwendung findet [Soderberg-Naucler et al., 1997]. Die Fortschrit-
te auf dem Gebiet der SNP-Analyse zeigen deutlichen Spezifitätsgewinn bei der Verwendung 
von alleldiskriminierenden Oligonukleotiden [Newton et al., 1989; Rust et al., 1993], was für die 
eindeutige Unterscheidung von fötalspezifischen RHD-Sequenzen vor dem Hintergrund der müt-
terlichen RHCE-Sequenzen gewährleistet sein muß. Trotzdem ist der Verzicht auf die Rhesus-
Anti-D-Prophylaxebehandlung zu Gunsten eines nicht-invasiven pränatalen RHD-
Genotypisierungstests, wie er auch in der vorliegenden Arbeit vorgestellt wird, zum jetzigen 
Zeitpunkt medizinisch nicht vertretbar.  
Wahrscheinlich wird in Zukunft die molekulargenetische Untersuchung von zellfreier fötaler 
DNA auf Einzelgendefekte des Kindes, oder auch die Quantifizierung dieses Materials im müt-
terlichen Blutplasma zur Erkennung pathologisch auffälliger Schwangerschaften lediglich als 
eine Art Screening-Test mit hoher Fehlerquote angeboten werden können.  
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Wie bei den heute schon routinemäßig angewendeten nicht-invasiven Pränataldiagnostik-
methoden zur Risikoeinschäzung von beim Fötus vorliegenden Aneuploidien (Triple-Test), muß 
dann die verantwortungsvolle Interpretation der Untersuchungsergebnisse gemeinsam vom La-
bormediziner und dem betreuenden Arzt durchgeführt werden. Die aus der Diagnose getroffenen 
Konsequenzen für die Schwangerschaft sind anschließend unter Einbeziehung der betroffenen 
Frau abzuwägen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein funktionsfähiger Test für die RHD-
Zygotiebestimmung von Testpersonen entwickelt werden. Da die molekulargenetische Detektion 
des RHD-Gens auf einen Abschnitt im Exon 7 von RHD beschränkt ist, kann der Test nicht auf 
Personen afrikanischer Abstammung mit dem Pseudogen RHDΨ angewendet werden. Der Test 
sollte somit eine auf Männer europäischer Abstammung beschränkte Anwendung finden. Um in 
der Routinediagnostik erfolgreich durchgeführt werden zu können, muß für den Test allerdings 
noch eine standardisierte Methode zur Auswertung der im Echtzeit-PCR-Versuch ermittelten 
Ct-Werte erarbeitet werden. 
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